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INTRODUCTION



Le paludisme reste la maladie parasitaire la plus importante au niveau mondial, ¢’est une
menace majeure responsable d’environ 429.000 déces en 2015 (OMS, 2015). L’Afrique est le
continent le plus touché avec prés de 90% de sa population a risque. Au cours des dix dernieres
annees, de grands changements ont été liés a des avancées majeures réalisées dans le domaine de la
prévention, du diagnostic et du traitement du paludisme, fruit d’'une augmentation massive des
investissements dans la lutte contre le paludisme (OMS, 2015). Toutefois, étant donné la
complexité de I’éco-biologie du paludisme tels que le climat, la végétation, I’hydrographie,
I’anthropisation, et les comportements humains, ainsi que la chimiorésistance du parasite, tous ces
éléments modifient considérablement les facteurs de risque jouant un réle supplémentaire dans le
changement de situation dans certaines régions. (Ariey, 2014; Raeisi et al., 2014). Dans de
nombreux pays (Maroc, Turkménistan, Argentine, Turquie...), les actions de lutte initiées par les
Programmes Nationaux de Lutte contre le Paludisme (PNLP) ont permis de réduire la transmission
du paludisme jusqu’a des niveaux proches de 1’élimination (Shamuradova et al., 2012; Dhimal et
al,. 2014; Chihanga et al., 2016). Par conséquent, les niveaux des taux de morbidité et de mortalité
ainsi que I’évaluation de D’intensit¢ de I’exposition aux vecteurs deviennent de plus en plus
difficiles a mesurer et vont manquer de précision dans beaucoup de régions anciennement
endémiques, comme criteres de surveillance de la transmission et du risque de la maladie. En effet,
ces parametres entomologiques classiques (Taux d’Inoculation Entomologique, TIE) et
parasitologiques (détection des infections par la microscopie ou par les Tests de Diagnostique
Rapide, TDR) exigeront de tres larges cohortes pour évaluer le niveau de transmission avec les
conséquences nécessaires en thémes de moyens financiers et de temps. Il est nécessaire de
développer des marqueurs sensibles d’exposition au Plasmodium sp., outils indispensables pour
suivre les progres de la lutte, les changements dans le niveau de transmission ou d’exposition et
déterminer le risque individuel d’accés clinique dans les populations vivant ces changements
épidémiologiques. Le suivi des changements dans l'intensité de la transmission du paludisme et de
la prévalence de la maladie grace a la surveillance permettra aux autorités de santé de planifier et
d’évaluer les divers programmes de lutte et de contréle de la maladie.

L’agent responsable du paludisme, un parasite protozoaire du genre Plasmodium, a un cycle
complexe caractérisé par une forte multiplication asexuée chez ’Homme au niveau érythrocytaire
responsable des symptomes observes comme la fiévre, I'anémie, qui peuvent aboutir a une
insuffisance fonctionnelle d'organes, souvent grave et mortelle dans le cas de Plasmodium
falciparum. Les enfants souffrent le plus de la morbidité et de la mortalité palustre puisque
I'immunité clinique au paludisme prend des années a se développer, augmentant avec l'age et la
durée d'exposition (Beadle et al., 1995; Doolan et al., 2009). La réponse immune peut étre

considérée a la fois comme une signature de 1’infection et peut contribuer a la protection contre la

2



maladie. Les anticorps (Ac) antipalustres qui apparaissent chez le malade ne refletent souvent pas
I'importance de la charge parasitaire puisqu'ils persistent longtemps apres la guérison. Les réponses
Ac ne sont que des témoins de l'infection pouvant étre utilisés comme marqueurs de surveillance de
la transmission du paludisme (Drakeley & Cook, 2009).

La séro-surveillance est basée sur l'utilisation d'anticorps spécifiques au genre Plasmodium comme
indicateurs pour l'exposition, la transmission et I'immunité antipalustre. Cet outil a un important
potentiel pour contribuer a I'efficacité de la lutte contre le paludisme et le suivi de son programme
d'élimination. En effet les anticorps sont des marqueurs trés sensibles de I'exposition du paludisme
au niveau de la population dans des contextes de faible transmission et refletent I'exposition
cumulée sur une période de temps, ce qui est utile dans les zones avec une transmission trés
saisonniére (Cook et al., 2011). Plusieurs études ont analysé les réponses anticorps aux protéines
recombinantes de Plasmodium sp. ou aux peptides salivaires de 1’anophéle (gSG6-P1), associées a
I’exposition au parasite, par la technique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Orlandi-
Pradines et al., 2007; Fowkes et al., 2010; Badu et al., 2012). Cependant, ’ELISA est une
technique sérologique limitée a la détection d’un seul antigene (Ag) par série de test et qui devient
colteuse et fastidieuse dans le cadre de la quantification de marqueurs multi-antigéniques de plus en
plus nécessaires aux analyses immuno-épidémiologiques avancées (Corran et al., 2007; Baum et
al., 2013; Bretscher et al., 2013). Un certain nombre de plateformes ou méthodes sérologiques
multiplex sont actuellement mis en place pour des applications opérationnelles des politiques de
séro-surveillance du paludisme (Fouda et al., 2006; Ambrosino et al., 2010; Kerkhof et al., 2015).
L'immunité acquise contre le paludisme peut contréler les stades de multiplication sanguins du
parasite, ce qui entraine des densités parasitaires plus faibles et I'atténuation de symptémes fébriles
(Marsh & Kinyanjui, 2006; Langhorne et al., 2008; King et al., 2015 ). Cette immunité se met en
place avec 1’dge et constitue I’immunité “’anti-maladie’” qui caractérise en partie la forme dite
asymptomatique. Le portage asymptomatique des parasites correspond ainsi a un contréle de la
prolifération des parasites et a celui des signes cliniques induits par la schizogonie sanguine. Qutre
les macrophages, les monocytes, les lymphocytes (NK) « Natural Killer » ... etc, les anticorps se
sont révélés étre des médiateurs importants de cette immunité au stade sanguin (Akpogheneta et
al., 2008; Bejon et al., 2009; White et al. 2014). Cependant, les mécanismes immunologiques et
I’ensemble des effecteurs humoraux associés a la protection contre le paludisme ne sont pas
entiérement ¢lucidés. Comprendre les mécanismes de passage de 1’état asymptomatique a celui de
malade est un enjeu capital pour le développement d’un vaccin, mais aussi pour la santé publique.

II a été montré qu’une infection plasmodiale induit une hypergammaglobulinémie, mais seule une
tres faible partie des immunoglobulines reconnaissent spécifiquement des antigenes du parasite

alors qu’une fraction plus importante est dirigée contre les antigénes de 1’hote. Il y a, par exemple,
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les anticorps anti-phospholipides (PL), anti-cardiolipides (CL), anti-nucleaires, anti-érythrocyte,
anti-muscle lisse, etc., qui sont fortement associés a [I’infection plasmodiale (Facer &
Agiostratidou, 1994; Consigny et al., 2002). A TI’inverse, les auto-anticorps produits par des
individus infectés par Plasmodium peuvent exercer des effets protecteurs contre certaines maladies
auto-immunes tel que le Lupus érythémateux (Daniel-Ribeiro, 2000a; Daniel-Ribeiro & Zanini,
2000b; Sotgiu et al. 2008).

Au c6té de la réponse spécifique antiparasitaire, plusieurs mécanismes nécessaires au maintien et a
I’homéostasie fonctionnelle du systeme immunitaire, peuvent contribuer a la production d'auto-
anticorps dans le paludisme. Ceux-ci incluent des anticorps résultant de 1’activation polyclonale des
lymphocytes B par les mitogenes du parasite, (Montes et al., 2007) la stimulation des cellules B par
mimétisme moléculaire des antigénes du parasite (Adib-Conquy et al., 1993; Semblat et al.,
2006), une dérégulation des fonctions des cellules immunitaires B (Weiss et al., 2009). Cependant,
I’implication de 1’auto-immunité, dans la pathogenése du paludisme ou dans la protection des
formes asymptomatiques est actuellement méconnue. Néanmoins I’existence de deux types de
réponse, parasitaire et auto-immune, semble étre un acteur important de 1’interaction hote-parasite
déterminante dans le devenir de la pathologie. Il est donc d'une importance cruciale d’explorer
I’ensemble du répertoire de réactivité des anticorps pour comprendre la complexité de la réponse
immunitaire humorale associée a I’infection plasmodiale.

Cette Thése vise d’une part, a analyser 1’application épidémiologique des mesures de niveau
d’anticorps anti-Plasmodium dans les variations de I’intensité de la transmission, et d’autre part a
analyser la contribution du répertoire anticorps auto-réactifs dans la protection clinique du

paludisme, mais aussi comme potentiel candidat pour la séro-surveillance en Cote d’ Ivoire.



I. Problématique et Objectifs de la Theése

I.1. Problématique
Deux constats majeurs nous ont poussé a realiser ce travail :

a) Le déploiement coordonné de mesures de lutte contre le paludisme, I'augmentation des moyens et
les efforts pour en augmenter la couverture ont entrainé des changements importants de
I'épidémiologie du paludisme dans de nombreux pays (Murray et al., 2012; OMS, 2015).
Cependant, un effet rebond est observé depuis 2011 dans plusieurs pays (OMS, 2011). Les études
meneées dans les villages pilotes de Dielmo et de Ndiop au Sénégal ont montré que I'effet rebond
touche deux classes d'age précédemment protégées: les adultes et les enfants agés de plus de 10 ans
(Trape et al., 2011). Ceci suggere fortement que la baisse d'exposition aux parasites a induit une
baisse de I’'immunité clinique protectrice acquise. A I'heure actuelle, il n'y a pas de marqueur
sérologique associé a cette protection. On sait peu de chose des conséquences des changements
épidémiologiques sur l'immunité et I’infection. Il est nécessaire de développer des outils
indispensables pour suivre les progrés de la lutte, les changements dans le niveau de transmission
ou d'exposition et déterminer le risque individuel d'acces clinique dans les populations soumises aux
changements épidémiologiques. La réponse immune, en particulier celle humorale (réponse
anticorps) peut étre considérée a la fois comme une signature de I’infection et peut contribuer a la
protection contre la maladie. Dans cette optique il est nécessaire d'intégrer une analyse des réponses
immunitaires anticorps contre P. falciparum, mais aussi contre P. vivax, P. ovale et P. malariae qui
sont présents dans de nombreuses régions du monde et interagissent avec P. falciparum. Il est, par
ailleurs, reconnu qu’aucune réponse anticorps contre un antigéne plasmodial unique ne permet de
rendre compte de 1’exposition au parasite ou de I’acquisition d’une immunité protectrice. Les
“marqueurs” envisagés doivent donc étre multi-antigéniques. Pour ce faire, de nouvelles stratégies
telles que des analyses multiplex a base de billes fluorescentes développées par Luminex
Corporation® seront utilisées. Ces instruments permettent de tester simultanément plusieurs
marqueurs serologiques, fournissant une capacité accrue pour une surveillance précise de
I'immunité contre le paludisme.

b) Lors d'une infection a P. falciparum, une faible fraction des anticorps induits reconnait les
antigenes du parasite, les autres anticorps étant dirigés contre les composants du soi ou des
antigenes de spécificités inconnues, presents dans les tissus et organes de I'ndte. Cependant, on ne
sait pas si les auto-anticorps jouent un rdle dans Il'immunité protectrice ou contribuent au
développement de complications associées aux formes sévéres du paludisme (anémie, ou

neuropaludisme). Contrairement aux anticorps spécifiques du parasite, il existe également peu de



données de I’impact des changements épidémiologiques du paludisme sur ces réponses auto-
réactives bien qu’elles soient aussi tributaires de la génétique de 1’hote.

Il a été montré que les patients atteints de neuropaludisme peuvent développer une forte réponse
d'anticorps a deux auto-antigénes du cerveau, respectivement l'alpha-2-spectrine décrite au Gabon,
en Afrique (Guiyedi et al., 2007) et la béta-tubuline-3 observée dans le Gondia, état de Maharastra,
en Inde (Bansal et al., 2009). Dans ces deux études, les auto-anticorps ont été corrélés positivement
avec l'augmentation des concentrations de certaines cytokines qui avaient été montré associées au
neuropaludisme.

Plus récemment, I’analyse comparative du répertoire des auto-anticorps chez des porteurs
asymptomatiques et des patients développant un accés palustre simple vivant en zone d’endémie a
clairement montré une association entre auto-réactivité et protection contre la maladie sans pourtant
caractériser les antigenes cibles de ces auto-anticorps (Guiyedi et al., 2015). Ainsi, ce travail a pour
but de contribuer a mieux comprendre la relation entre les réponses anti-Plasmodium et auto-
réactive, notamment la part attribuable de 1’auto-réactivité des immunoglobulines G dans la
protection du paludisme.

Par conséquent, la deuxieme partie de ce travail de theése porte sur une analyse globale du répertoire
des auto-anticorps dirigés contre des auto-antigénes provenant d’un extrait de cerveau humain par la
méthode de Panama-blot utilisée pour mieux caractériser la réponse auto-réactive protectrice. Il
s’agit d’une méthode d’Immunoblot quantitative, permettant d’avoir la réactivité globale des
anticorps sériques avec un grand nombre d’antigénes issus d’extrait d’organes (Nobrega et al.,
1993; Haury et al., 1994). L’un des avantages de cette méthode est qu’elle permet d’individualiser
et d’identifier des bandes protéiques (protéines du cerveau) qui présentent le plus de réactivité avec
les immunoglobulines plasmatiques quand on I’associe a une procédure appropriée d’analyse
statistique.

La technique Immunoblot décrite dans ce travail ne vise, cependant, pas a distinguer les répertoires
d'anticorps auto-réactifs sur la base de spécificité d'épitopes, mais est utilisée pour comparer la
nature des répertoires d'anticorps entre les groupes d'individus. Ainsi, le choix de I’extrait de

cerveau (source auto-antigenes) marque le reflet de 1’auto-réactivité entre les groupes étudiés.



1.2. Objectif géneéral
Analyser le répertoire antigénique des réponses anticorps (Ac) contre un ensemble d’Ag de

Plasmodium et rechercher d’éventuelles corrélations avec les changements épidémiologiques.

En paralléle on étudiera le rble des anticorps auto-réactifs dans la protection clinique du

paludisme en Cote d’Ivoire.

1.3. Objectifs spécifiques

% La premiére partie de 1’étude vise a valoriser 1’outil sérologie-multiplex dans le suivi du

paludisme en Cote d’Ivoire. Les objectifs ont été :

1.

Comparer les profils de réponses anticorps speécifiques contre Plasmodium entre
foyers de transmission differents (Man, Korhogo, Abobo) au cours d’étude
concernant le paludisme symptomatique

Evaluer la relation entre la réponse IgG et les parametres épidémio-cliniques
disponibles des patients

Déterminer les réponses anticorps spécifiques de suivi sur 3 ans a Abobo

% La seconde partie du travail permet une analyse de I’implication de I’auto-réactivité dans la

protection contre le paludisme. Les objectifs spécifiques sont de:

1.

2.

3.

Caractériser la réponse auto-réactive protectrice au cours de I’infection par P.
falciparum gréace a une analyse comparative du répertoire antigénique des IgG auto-
réactifs de patients symptomatiques par rapport a celui d’individus asymptomatiques
Déterminer la relation entre réponse anti-Plasmodium et réponse auto-réactive dans

la protection clinique des formes asymptomatiques

Déterminer I’influence du niveau de la transmission sur ces réponses anticorps auto-

réactives
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I. Epidemiologie et pathologie du paludisme
I.1. Deéfinition et historique du paludisme
1.1.1. Définition
Le Paludisme ou Malaria est une érythrocytopathie fébrile hémolysante causée par le

développement et la multiplication dans le foie puis dans les globules rouges d’un hématozoaire du
genre Plasmodium, transmis surtout a I’Homme par la piqlre d’un moustique femelle du genre
Anopheles (OMS, 2016).

1.1.2. Historique

C’est une maladie trés ancienne dont ’Homme préhistorique a da en souffrir (Desowitz,
1991). On rapporte 1'existence de fievres mortelles, que 1’on pense causées par le paludisme, vers
6000 ou 5500 av. J-C. En Inde, des textes datant de 1600 av. J-C., et ceux d’Hippocrate, du Veme
siecle av. J-C., en font mention. Dans le Nouveau Monde, le quinquina ou Cinchona calisaya
Wedd, un arbre d’Amérique du Sud, était utilisé sous forme de décoction d’écorce pour traiter le
paludisme. L’histoire scientifique du paludisme commence au XIXéme sic¢cle avec les découvertes
de Laveran.

En 1880, Charles Louis Alphonse Laveran, médecin officier de I’armée frangaise, mobilisé
dans la région de Constantine en Algérie, remarque la présence systématique d’un parasite dans le
sang de 148 individus atteints de fievre palustre ou fiévre des marais, et son absence dans le sang de
52 patients souffrant d’autres maladies. Ce parasite disparait suite a ’administration de la quinine,
’alcaloide extrait du quinquina jaune. Il identifie et décrit le parasite responsable du paludisme
qu’il nomme le 6 novembre 1880 Laverania falcipara, qui deviendra ensuite Plasmodium
falciparum (Cox, 2010).

En Décembre 1880, Laveran n’arrive pas a convaincre les membres de 1’Académie
Francaise des Sciences Médicales de sa découverte. En 1885, des sommités italiennes de la
malariologie telles que Bignami, Golgi et Marchiafava malgreé leurs premiéres réticences confirment
les travaux de Laveran apres qu’ils aient observé et décrit (grace a la coloration a base d’éosine et a
un objectif a immersion d’huile développé par la Société Carl Zeiss de 1882 a 1884) des
mouvements amiboides de l’organisme responsable de la fievre des marais. Ils le nomment
Plasmodium. Ils acceptent alors seulement 1’idée de Laveran selon laquelle le paludisme est causé

par un protozoaire et non par une bactérie.

Golgi, en 1886 puis Marchiafava et Celli en 1889 décrivent 3 des 5 especes de Plasmodium

endémiques pour I’homme.

John Stephens, en Afrique de I’Ouest, découvre en 1918, puis décrit en 1922, Plasmodium
ovale (Stephens, 1922).



A la fin du XIXeme siécle, le vecteur du paludisme, le moustique anopheéle, est identifié par Sir
Ronald Ross, un médecin, officier britannique en poste en Inde. En 1897, celui-ci disséque des
moustiques nourris avec le sang infecté de patients atteints de paludisme (Ross, 1897). 1l observe
clairement différentes formes de développement du parasite chez le moustique : les oocystes sur la
paroi de I’estomac, relarguant ensuite les sporozoites, ainsi que la présence de sporozoites au niveau
des glandes salivaires. Les zoologistes italiens Grassi, Bastianelli et Bignami découvrent ensuite le
réle exact du moustique femelle anophele suite a I’infection d’individus volontaires sains avec des
moustiques prélevés dans des zones impaludées. lls décrivent le cycle complet de développement de
Plasmodium chez 1’anoph¢le en 1899 (Fantini, 1999). Les decouvertes de Ronald Ross lui valent le
prix Nobel de médecine en 1902. Laveran recoit le prix Nobel de médecine en 1907 pour
I’ensemble de ses travaux sur les protozoaires.

1.1.3. Paludisme dans le monde

Selon les derni¢res estimations de I’OMS, publiées en décembre 2016, on a compté en 2015, 212
millions de cas de paludisme et 429 000 déceés. Entre 2010 et 2015, I’incidence du paludisme a
reculé chez les populations exposées de 21% au niveau mondial tandis que le taux de mortalité a
depuis 2001. L’ Afrique subsaharienne supporte une part disproportionnée de la charge mondiale du
paludisme. En 2015, 90% des cas de paludisme et 92% des déces dus a cette maladie sont survenus
dans cette région. 76% des cas de paludisme et 75% des déces dus a cette maladie surviennent dans
13 pays — principalement en Afrique subsaharienne. Dans les régions ou la transmission du
paludisme est intense, les enfants de moins de 5 ans risquent tout particulierement de contracter
I’infection, de tomber malades et de mourir; plus des deux tiers (70%) des décés dus au paludisme
surviennent dans cette tranche d’age. Entre 2010 et 2015, le taux de mortalité chez les enfants de
moins de 5 ans a baissé de 29% au niveau mondial. Toutefois, le paludisme demeure toujours un
facteur majeur de mortalité chez les enfants de moins de cing ans et un enfant en meurt toutes les
deux minutes.

Avec les moyens de lutte comme I’utilisation du DDT depuis les années 1950, le paludisme a été
éradiqué des zones anciennement impaludées d’Europe et d’Amérique du Nord (Figure 1).
Actuellement, les cas diagnostiqués dans ces régions non endémiques sont des cas d’importation.
En Allemagne, I’incidence du paludisme d’importation a été estimée a 4600 cas, en 2010. Il
s’agissait principalement de voyageurs en provenance d’Afrique subsaharienne (91%) et infectés
dans 86% des cas par P. falciparum. Parmi ces cas, 7,4% étaient des acces palustres séveres avec
une létalité de 4,42% (Berg et al., 2011).
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Figure 1: Répartition du paludisme dans le monde (RBM, 2016)

Source: National malaria control programme reports
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1.1.4. Paludisme en Cote d’Ivoire

En Céte d’Ivoire, comme dans le reste de 1’ Afrique sub-saharienne, le paludisme reste une des
pathologies les plus importantes. En effet, elle représente la premiere cause de consultation dans les
formations sanitaires du pays. Toute la population est exposée, mais la majorité des victimes est
constituée par les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes. De facon globale, le
paludisme représente environ 32,53 % de toutes les causes de mortalité avec une incidence annuelle
s’élevant a 73,58 %o (PNLP, 2014). Le poids des répercussions socio-économiques est estimé a 50
% pour les pertes de produits agricoles et prés de 40 % concernant 1’absentéisme scolaire et
professionnel.

La dynamique de la transmission varie suivant les zones climatiques majeures (Figure 2) qui

correspondent aux trois facies écologiques ci-dessus mentionnés (Koffi et al., 2009) :

e La zone du Sud : région forestiére avec une pluviométrie abondante (jusqu’a 1800 mm), ou
la transmission du paludisme est permanente. Toutefois, avec la déforestation largement
avanceée, les zones de transmission sont de plus en plus importantes, et elle dure quasiment
toute I’année.

e La zone du Nord : zone de savanes boisées ou secteurs Sub-soudanais et soudanais. La
transmission dure de 6 a 8 mois, principalement pendant la période pluvieuse. Toutefois,
dans cette zone, la transmission peut étre également quasi-permanente dans les zones de
riziculture et le long des cours d’eau.

e La zone de transition au centre, correspondant a la zone pré-forestiere. La durée de la
transmission est comparable a celle de la zone forestiere. On observe également des
variations évolutives en fonction du facies écologique rizicole ou non rizicole.

Parallelement a ces trois grands facies, d’autres aspects épidémiologiques sont décrits dans le pays
(paludisme urbain, paludisme lagunaire...etc.).

En Cote d’Ivoire, la mise en place d’un Programme National de Lutte contre le Paludisme
(PNLP) en 1996 a permis une meilleure élaboration des politiques et stratégies de lutte contre la
maladie ainsi qu’une coordination des activités sur 1’étendue du territoire. Le taux de morbidite est
passé de 33,57 % en 2006 a 3,1 % la fin de I’année 2009. Aussi, le taux de mortalité a
considérablement diminué passant de 18,17% a 4,4%. En Coéte d’Ivoire comme au niveau
international, la lutte contre le paludisme repose surtout sur des mesures de prévention individuelles
et collectives, telle que la lutte anti-vectorielle avec utilisation des insecticides par pulvérisation
intra-domiciliaire, la mise en place des moustiquaires imprégnées d’insecticides, d’une chimio-
prophylaxie ou TPI (traitement préventif intermittent) et traitement curatif (avec les combinaisons

therapeutiques a base d’artemisinine).
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Figure 2: Facies éco-climatiques et réseau hydrographique de la Cote d'lvoire

Source (PR/NSP Bouaké 2001)
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Une récente analyse descriptive de la mise en ceuvre de ces interventions entre 2008 et 2012
a montré le bilan suivant :

v 110 238 990 Moustiquaires imprégnées d’Insecticide a longue durée d’action (MILDA) ont
été distribuées aux populations de Cote d’Ivoire

v' 6 millions de Combinaisons Thérapeutiques a base de dérivés d’Artémisinine (CTA)
dispensées pour le traitement des cas de paludisme simple

v' plus de 4 millions de tests de diagnostic rapide (TDR) utilisés pour le diagnostic biologique
du paludisme de 2010 a 2012

v'67% des ménages possédent au moins une moustiquaire imprégnée. Cette proportion est plus
élevée en milieu rural qu’en milieu urbain (73% contre 60%)

v'43% des ménage possédent au moins deux moustiquaires imprégnées et 42% une MILDA
(EDS-MICS, 2012)

1.1.5. CoQt socio-économique du paludisme

Actuellement, on estime a 3 milliards le nombre de personnes vivant dans des zones a risque de
paludisme et ce chiffre est malheureusement en constante augmentation ces dernieres annéees. 90%
des cas de paludisme recensés dans le monde le sont en Afrique (Ruxin et al., 2005) Cela engendre
des conséquences désastreuses, aussi bien sociales qu’économiques, pour ce continent. Il est
important de noter qu’un acceés palustre simple, sans complication aucune, immobilise le malade
pendant au moins une semaine expliquant le frein qu’apporte cette maladie au développement. On
observe aujourd’hui pour le paludisme une distribution géographique mondiale superposable au
planisphére des pays pauvres. Mais, il est important de souligner que cette maladie est un élement
contribuant a la pauvreté des pays qui en souffrent a grande échelle.
En 2001, une étude a estimé que le produit intérieur brut moyen des pays impaludés est 5 fois plus
faible que celui des pays non impaludés (Gallup & Sachs, 2001; Chima et al., 2003). Le poids du
paludisme dans I’économie africaine est estimé, pour ses effets directs, a plus de 1,3% de déficit de
croissance annuel, soit une perte de productivité équivalente a 12 milliards de dollars. Cette maladie
a également de nombreux effets collatéraux notables tels que des difficultés de scolarisation des
enfants dues a I’absentéisme prolongé sans compter les conséquences neurologiques d’un acces

grave.

1.2. Hotes et biologie des Plasmodies
1.2.1. Agents pathogenes

Les agents pathogenes du paludisme constituent un groupe de parasites intracellulaires
obligatoires capables d’infecter divers hotes. Ils appartiennent au phylum des Apicomplexa, a la

classe des Sporozoa, a I’ordre des Haemosporida, a la famille des Plasmodiidae et au genre
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Plasmodium. Sur plus d’une centaine d’espéces pathogénes, seules cing sont capables d’infecter
I’homme et sont responsables des cas cliniques de formes plus ou moins graves. Il s’agit de P.
falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi & Fletti, 1890), P. ovale (Stephens, 1922), P.
malariae (Laveran, 1881) et P. knowlesi (Sinton & Mulligan, 1933). Cette derniére est un parasite
zoonotique de singe largement distribué en Asie du Sud Est. P. knowlesi est connu récemment pour
étre a I’origine d’un nombre important d’infections humaines en Asie du Sud-Est (Cox-Singh et al.,
2008). Seule espéce capable d’entrainer le paludisme sévére, P. falciparum est le plus mortelle. Du
fait de sa forte prédominance en Afrique subsaharienne, il est responsable de plus de 80 a 90% des
cas de paludisme enregistrés. Il provoque la fiévre tierce maligne. Treés répandu dans le monde, P.
vivax infecte plus de personnes mais il est cependant rarement létal. Les trois autres espéces (P.
malariae, P. ovale et P. knowlesi) sont moins répandues et n’entrainent pas d’accés palustres graves
(OMS, 2011). Tous ces agents pathogénes sont présents en Afrique a I’exception de P. knowlesi. I
a été récemment montré grace aux outils de la biologie moléculaire qu’en réalité P. ovale comprend
deux sous espéces sympatriques que sont P. ovale wallikeri et P. ovale curtisi (Sutherland et al.,
2010).

1.2.2 Vecteurs : Anopheles spp (Figure 3)

Au niveau taxonomique, les vecteurs des plasmodi sont des insectes diptéres appartenant a la
famille des Culicidae et a la sous-famille des Anophelinae. On dénombre environ 500 espéces
d’anopheles dans le monde, parmi lesquelles une cinquantaine est capable de transmettre le
paludisme a ’homme (Baruch et al., 1996). En Afrique, une douzaine d’especes est impliquée dans
la transmission. Ces vecteurs du paludisme en Afrique tropicale sont répartis en complexe et divers
grands groupes :

- le complexe gambiae avec sept especes dont deux seulement sont vectrices : An. gambiae s.s. et

An. Arabiensis ;

- le groupe funestus qui renferme neuf espéces dont deux vectrices : An. funestus s.s. et An.

rivulorum assurent la transmission du paludisme ;

- le_groupe nili contenant quatre espéces dont trois vectrices : An. nili s.s., An. carnevalei et An.
ovengensis (Fontenille et al., 2003; Coetzee & Fontenille, 2004).

Ces trois grands groupes de vecteurs sont impliqués dans la transmission palustre en Afrique.
Chacune de ces espéces a des préférences pour des biotopes particuliers. Ces especes présentent une
grande capacité vectorielle, expliquant la forte endémicité palustre en Afriqgue (Mouchet et al.,
2004).

Seule I’anophele femelle est hématophage. Elle a une activité nocturne, son vol est silencieux et sa
pigdre est décrite comme indolore par opposition aux piqdres plus prurigineuses des autres genres

de moustiques (Pages et al., 2007).
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Figure 3: Distribution globale des vecteurs (Anopheles) responsables du paludisme

Source : Centers for Disease Control and Prevention, division du Département de la Santé et des

Services Sociaux des Etats-Unis. US_CDC2008
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1.2.3. Cycle évolutif du parasite

Le cycle des Plasmodium comporte une phase sexuée ou sporogonie chez I’anophéle femelle et
une phase asexuée ou schizogonie retrouvée chez I’homme. Chez 1’homme, le parasite est
constamment haploide, avec une étape de multiplication dans les hépatocytes (phase pré ou exo-
érythrocytaire) et une multiplication intra-érythrocytaire (schizogonie érythrocytaire). Certaines
caractéristiques du cycle biologique sont typiques de 1’espece plasmodiale en cause, nous avons
défini ci-dessous, le cycle de P. falciparum qui demeure la seule espece étudiée dans ce travail

(Figure 4).

1.2.3.1. Phase sexuée ou sporogonie chez ’anophéle

Lors d’un repas sanguin chez un individu infecté¢, 1’anoph¢le femelle ingere des
gamétocytes, qui constituent des formes parasitaires sexuées males ou femelles. Dans I’estomac du
moustique, ces gamétocytes subissent une maturation qui les transforme en gametes males et
femelles haploides. La fécondation entre un gaméte femelle et un gaméte male donne un ceuf
mobile appelé zygote ou ookinéte diploide qui s’implante en dessous de la paroi stomacale du
moustique pour former un oocyste. Cette phase diploide s’acheéve par des mitoses permettant la
formation des sporozoites qui gagnent préférenticllement les glandes salivaires de 1’anophéle d’ou
ils pourront étre injectés avec la salive lors d’un repas sanguin chez 1’hdte. Cette phase du cycle
chez le moustique dure 10 a 40 jours, suivant la température extérieure et les especes d’anophéles

en cause (Beier, 1998).

1.2.3.2. Phase asexuée ou schizogonie chez I’homme

1.2.3.2.1. Schizogonie pré ou exo-érythrocytaire
L’infection de I’homme par le Plasmodium est initiée par la piqire de 1’anoph¢le femelle

infecté qui inocule des dizaines de sporozoites dans les capillaires cutanés. Ces sporozoites restent
dans le sang circulant pendant une courte durée (30 mn). Certains y seront détruits par les
monocytes tandis que d’autres pénétreront activement différents types cellulaires au sein desquels
leur développement avortera. Seuls ceux ayant franchi la barriere des cellules de Kupffer du foie et
ayant penétré dans les hépatocytes pourront continuer leur cycle (Liehl & Mota, 2012).

Dans I’hépatocyte s’effectue la premiere prolifération intracellulaire du parasite. Cette
multiplication conduit a la formation de plusieurs trophozoites qui se transforment par la suite en
schizontes intra-hépatiques renfermant de nombreux mérozoites. L’éclatement de I’hépatocyte
infecté libere les mérozoites qui vont passer dans le sang pour infecter les hématies. Cette phase de
réplication intra-hépatique est asymptomatique. Elle dure 7 a 15 jours. A la différence des phases
hépatiques de P. vivax, P. ovale et P. malariae, la schizogonie hépatique de P. falciparum se

caractérise par 1’absence de forme de persistance hépatique ou hypnozoite.
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Figure 4: Cycle de développement de P. falciparum (White et al., 2013)
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En effet, pour les trois premicres especes, leurs hypnozoites peuvent rester a 1’état quiescent

pendant plusieurs mois, voire années dans le foie (White et al., 2013).

1.2.3.2.2. Schizogonie érythrocytaire
Les mérozoites libérés dans le sang infectent spécifiquement les érythrocytes. 1ls montrent

une tres forte prédilection pour les hématies agées. Cette invasion des globules rouges initie la
phase sanguine asexuée du développement parasitaire. En effet, peu aprés 1’invasion, le mérozoite
se différencie en trophozoite jeune. C’est une forme en anneau caractérisée par un cytoplasme tres
fin et qui va par la suite devenir un trophozoite dit &gé. Ce dernier entreprend des divisions
nucléaires pour se transformer en un schizonte plurinucléé. Apres une condensation cytoplasmique,
le schizonte intra-érythrocytaire éclate en rompant la membrane du GRp. Il libére dans la
circulation sanguine 8 a 32 mérozoites, ainsi que des débris érythrocytaires et parasitaires. De
nouvelles hématies sont rapidement infectées par des merozoites qui initient d’autres cycles
sanguins. Certains mérozoites se différencient ensuite en éléments a potentiel sexuel appelés
gamétocytes males et femelles qui ne pourront poursuivre leur développement que chez 1’anophele
femelle.
L’ensemble du cycle sanguin asexué dure 48 a 72h. Contrairement aux autres especes plasmodiales,
les formes tardives de développement dans 1’hématie infectée par P. falciparum, trophozoites agés
et schizontes, sont le plus souvent séquestrées au niveau de certains capillaires périphériques et dans
certains organes comme la rate, le poumon et le cerveau ou le placenta chez la femme enceinte
(White et al., 2013).
L’apparition de gamétocytes a lieu généralement dans la deuxieme semaine qui suit 1’infection; ces
formes peuvent persister plusieurs semaines apres la guérison. A 1’occasion d’une nouvelle piqilire
par un moustique, ces gamétocytes méles et femelles, ingérés avec le repas sanguin, sont a 1’origine
du cycle sporogonique qui aboutit a la différenciation de sporozoites infectieux dans les glandes
salivaires de 1’anophele.
Le cycle de P. falciparum chez I’homme, représenté sur la figure 3, illustre les divers stades
successifs de développement, résidant dans des compartiments biologiquement différents, ayant une
constitution moléculaire et des besoins métaboliques propres.
La pathologie observée est essentiellement associée a la phase érythrocytaire de 1’infection et il n’a
pas été attribué de pathologie significative aux sporozoites, aux formes hépatiques et aux
gamétocytes (Menard, 2007).

En raison de la complexité de son cycle, P. falciparum exprime au cours de son
développement chez I’homme, un trés large panel d’antigénes a la surface de sa membrane et/ou a
celle des hématies parasités. Il sera développé le cas des antigenes qui ont été utilises dans les

analyses immunologiques rapporté dans ce travail.
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1.2.3.3. Antigénes de surface de Plasmodium falciparum

1.2.3.3.1 Antigenes du stade pré-érythrocytaire
Protéine Circumsporozoite (CSP)

La protéine circumsporozoite est I’antigene qui prédomine a la surface des sporozoites. La
protéine est composee d’une région N-terminal qui se lie aux protéoglycanes de sulfate d’héparine
(R1), une région centrale contenant une répétition de quatre acides aminés (Asn-Ala-Asn-Pro), et
une région C-terminal contenant un domaine thrombospondine (RII) ancrée a une GPI (Figure 5).
La région centrale répétée contient 1’épitope immunodominant des cellules B. Cette région centrale
induit la production d’anticorps qui inhibent I’invasion des hépatocytes par les sporozoites in vitro
(Gysin et al., 1984; Plassmeyer et al., 2009). Les anticorps dirigés contre la région centrale répétée
sont associés a la protection contre 1’infection par P. falciparum (Aponte et al., 2007; Guinovart
et al., 2009) mais ne protégent pas contre la maladie (Alonso et al., 2004; Bejon et al., 2008). Les
anticorps monoclonaux dirigés contre la thrombospondine bloquent également I’invasion des
hépatocytes par les sporozoites, mais a un degré moindre que les anticorps de la région centrale
répétée (Plassmeyer et al., 2009). La CSP induit aussi une réponse immune cellulaire T. En effet,
elle comporte trois épitopes de lymphocytes T connus: un épitope des cellules T CD4+ tres
variable en amont du domaine de la thrombospondine (Klinman et al., 1997), un épitope de cellules
T CD8+ trés variable a I’intérieur du domaine de la thrombospondine et un épitope « universel »
conservé des cellules T CD4+ a I’extrémité C-terminal de la protéine (Alving et al., 1995).

Liver Stage Antigen-1 (LSA1)

LSA-1 est un antigene du stage pré-érythrocytaire de Plasmodium falciparum. C’est une protéine de

230 kDa, caractérisée par une région répétitive centrale contenant 86 répétitions d’une séquence de
17 amino-acides EQQSDLEQERLAKEKLQ avec souvent des variations mineures de ceux-cCi
(Hollingdale et al., 1990). De part et d’autre de ces répétitions sont logées une séquence de 154
résidus non répétitive N terminale et une région C-terminale de 280 résidus (Zhu & Hollingdale,
1991; Yang et al., 1995). La séquence de LSA-1 régions répétées et non répétées est hautement
conservée dans des souches de P. falciparum (Hollingdale et al., 1990) suggérant un role crucial

durant la schizogonie hépatique.
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Figure 5: Repréesentation schématique de CSP et du vaccin RTS, S. Adapté de
Crompton et al, 2010 (Crompton et al., 2010)
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LSA-1 est I’'un des rares antigenes du stade hépatique connus pour étre spécifiguement exprimé au
cours de la phase pré-érythrocytaire hépatique de Plasmodium falciparum. Les études de
I’immunité chez I’homme montre qu’aprés une exposition a des rayonnements de sporozoites
atténues, ainsi que 1’exposition a des parasites transmis naturellement, la réponse immunitaire
spécifique contre LSA-1 est toujours associée a la protection, ce qui fait de LSA-1, un candidat
vaccin attrayant (Hill et al., 1992; Krzych et al., 1995; Hill et al., 2013) . LSA-1 a fait I’objet de
plusieurs essais cliniques.
1.2.3.3.2. Antigénes du stade érythrocytaire

Les schizontes expriment & la surface des érythrocytes parasités, un antigéne trés variable,
PfEMP-1 (P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein) codé par la famille des génes var. Cette
protéine est impliquée dans la pathogénicité palustre grace a son rdle dans la cytoadhérence des
érythrocytes infectés et la formation de rosettes entre les érythrocytes infectés et sains. Elle
représente aussi un candidat vaccin potentiel comme les protéines de type MSP dont MSP1
(Merozoite Surface Protein-1), MSP3, MSP4, mais également I’antigéne AMA1 (Apical Membrane
Antigen-1) et GLURP (Glutamate-Rich protein) qui sont des candidats vaccins en cours

d’évaluation.

Merozoite Surface Protein-1 (MSP1)

C’est une protéine complexe de P. falciparum qui est un élément essentiel dans le processus

d’invasion des érythrocytes (Cowman & Crabb, 2006). Elle est synthétisée au cours de la
schizogonie sous forme d’un polypeptide précurseur de 200 kDa avant d’étre exprimée a la surface
du mérozoite intra-érythrocytaire. L’analyse des séquences des genes de plusieurs clones de P.
falciparum, a permis de déterminer sa structure primaire divisée en blocs numérotés de 1 a 17
(Figure 6). Ces blocs sont repartis en trois types : conservés, semi-conserveés et variables. Les blocs
1, 3,5, 12 et 17 sont trés conservés, les blocs 4, 6, 8, 10, 14 et 16 sont variables. Le bloc4 est I’un
des plus variables et les blocs 7, 9, 11, 13 et 15 sont semi-conservés (Tanabe et al., 1987; Miller et
al., 1993). Aprés sa synthese, MSP1 est ancrée a la membrane plasmique du mérozoite par un
glycolipide transmembranaire : le Glycosyl phosphatidyl Inositol (PfGPI). Elle y est associee a
d’autres protéines comme MSP6 et MSP7. En présence d’une protéase, la subtilisine (SUB1),
MSP1 subit une premiere protéolyse juste avant la rupture des schizontes ; pour donner quatre
fragments : MSP1-83, MSP1-30, MSP1-38 et MSP1-42 qui restent assemblés en un complexe a la
surface du mérozoite (Figure 7) (Koussis et al., 2009). A la suite d’un deuxiéme clivage, le
fragment de 42kDa devient un fragment final de 19kDa appelée MSP1-19 ou MSP1p19 qui reste
fixée a la surface du mérozoite par un ancrage PfGPI (Gilson et al., 2006). MSP1p19 accompagne
le mérozoite pendant la réinvasion et persiste jusqu’au stade trophozoite chez 1’hématie

nouvellement infectée (Cowman & Crabb, 2006).
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Figure 6: Représentation schématique du géne des différents fragments de MSP1 de P.
falciparum (Tanabe et al., 1987; Miller et al., 1993).
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Figure 7: Formation des différents fragments de MSP1 au cours du cycle sanguin de P.

falciparum (Holder, 2009)
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MSP4p20

MSP4 est une molécule de surface du mérozoite découverte beaucoup plus récemment
(1997) et les premicres études ELISA analysant sa réponse Ac lors d’infection naturelle chez
I’homme ne sont publiées que depuis 2001 (Wang et al., 2001). Elles montrent que MSP4 est une
cible de I’'immunité naturelle chez ’homme, reconnue avec une forte prévalence chez les personnes
vivant en zone d’endémie (Vietnam).

MSP4 est une protéine de surface du mérozoite trés importante pour I’invasion des GR car le
knock-out du géne codant pour MSP4 empéche la réinvasion. Mais il se peut également que MSP4
ait d’autres fonctions a d’autres stades du développement du parasite (Polson et al., 2005). Des
études ont montré que cet Ag était présent a presque tous les stades de développement du parasite, y
compris sur des formes non sanguines. Cette hypothése a été réfutée par 1’équipe de Wang qui I’a
effectivement trouvé exprimée sur les différentes formes sanguines du parasite, mais pas sur les
sporozoites et gamétocytes. Les Ac anti-MSP4 reconnaitraient en réalité des épitopes d’Ag de ces
deux formes parasitaires selon un phénomeéne de réaction croisée des Ac (Wang et al., 1999).
Celui-ci peut s’expliquer par des homologies importantes, telles que celle observée avec la protéine
Sporozoites And Liver Stage Antigen (SALSA). Une homologie de 92% a, en effet, été déterminée
entre les résidus 53 a 135 de MSP4 et le fragment antigénique SALSA. Ce dernier est connu pour se
lier spécifiqguement aux hépatocytes et permettre 1’invasion de ces derniers par les sporozoites
(Puentes et al., 2004). MSP4 est une molécule composée de 272 résidus, d’un domaine EGF et est
accrochée au mérozoite par une ancre GPI. Son poids moléculaire est de 40 kDa. Sa particularité est
de présenter un faible polymorphisme. Aucun polymorphisme n’a pu étre observé au niveau de
I’ancre GPI et de la séquence hydrophobe, un seul nucléotide polymorphe a été identifié¢ dans le
domaine EGF (Benet et al., 2004). Ce polymorphisme tres faible explique que MSP4 est étudié
généralement dans sa construction entiere. Au laboratoire de Vaccinologie-Parasitaire de I’Institut
Pasteur de Paris, deux types de construction ont été exprimés dans le systeme d’expression
Baculovirus/cellules d’insectes : MSP4p40 qui correspond a 1I’Ag entier et MSP4p30, appelé
MSP4modll, dans lequel la seule sequence réellement polymorphe, de 30 acides aminés, a éte
supprimée. En synthétisant ces deux protéines, il est apparu qu’elles se dégradaient toutes les deux
afin d’aboutir a un méme produit, MSP4p20. Il correspond au fragment C terminal de 20 kDa

contenant le domaine EGF (Polson et al., 2005).

Apical Membrane Antigen 1 (AMA-1)

C’est une protéine membranaire localisée dans les micronémes des régions apicales du
mérozoite qui contiennent des ligands pouvant s’associer a des récepteurs érythrocytaires. AMA;

pour I’espece P. falciparum est produite par les schizontes érythrocytaires matures (Crewther et
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al., 1990). Elle comporte une région ectoplasmique de 546 acides aminés, un segment
transmembranaire composé de 21 acides aminés et un domaine cytoplasmique d’environ 55 acides
aminés (Nair et al., 2002). Lors de I’invasion de I’érythrocyte par le parasite, elle se répartit de
facon homogene sur toute la surface externe du mérozoite et elle subit une série de coupures
protéolytiques. Initialement exprimée sous la forme d’un précurseur de 83 kDa (PfAMA,.g3), elle
est dégradée en un polypeptide de 66 kDa PfAMA;.¢ (Narum, 1994) qui restera exposée a la
surface du mérozoites jusqu’a 1’étape de la rupture des schizontes et durant toute la phase
d’invasion du globule rouge (Pages et al., 2007). La protéine se subdivise en trois domaines
(Figure 8) : DI, DIl et DIl (Hodder et al., 1996) et de sa structure cristalline (Pizarro et al.,
2005). Elle jouerait un role lors de la ré-orientation du mérozoite au cours de laquelle, les organites
apicaux sont alignés sur la membrane des érythrocytes (Mitchell et al., 2004). Cette intervention
dans le processus d’invasion érythrocytaire serait liée a la présence du domaine DIII (Kato et al.,

2005). PFAMA serait également impliqué dans I’invasion des hépatocytes (Silvie et al., 2004).

Glutamate-Rich Protein de Plasmodium falciparum (GLURP)

Le Glutamate-Rich Protein de Plasmodium falciparum (GLURP) est un antigene considéré

comme 1’un des principaux candidats vaccins contre le paludisme. GLURP est exprimé a tous les
stades du cycle de vie du parasite chez I’homme, y compris sur la surface des mérozoites
nouvellement libérés (Borre et al., 1991). Il est hautement antigénique et le géne codant la protéine
GLURP montre peu de polymorphisme chez les isolats de P. falciparum de régions géographiques
différentes (Theisen et al., 1995; Stricker et al.,, 2000). En outre, des études immuno-
épidémiologiques dans les zones de forte transmission ont montré une prévalence élevée d’anticorps
contre GLURP chez les adultes ainsi qu’une association significative entre des taux élevés
d’anticorps spécifiques anti-GLURP avec de faibles densités parasitaires (Hogh et al., 1992; Hogh
et al., 1993) et avec la protection contre le paludisme clinique (Dziegiel et al., 1993; Dodoo et al.,
2000). En plus, il a été prouvé que les réponses des anticorps cytophiles (IgG1 et 1gG3) contre
GLURP jouent un role primordial par des mécanismes effecteurs tels que I’inhibition cellulaire
dépendante d’anticorps (ADCI), une coopération de monocytes et des anticorps qui portent atteinte
a la multiplication des parasites (Theisen et al., 1998).
Des études antérieures effectuées dans les zones de forte endémie du paludisme ont montré une
prévalence élevée d’anticorps contre deux régions bien définies au sein de la protéine GLURP de P.
falciparum: la région N-terminal non répétitive (R0) relativement conservée et la région répétitive
immuno-dominant (R2) (Theisen et al., 1998).
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NTS-DBL1ay PFEMP1/PF13
La protéine 1 de membrane de 1’érythrocyte de Plasmodium falciparum (PfEMP1) est un

important facteur de virulence, codé par une famille de cinquante-neuf (59) genes var, qui
comprend cinquante-six (56) génes var et trois (3) petits genes var3. Le parasite possede un systeme
de variation antigénique des protéines PfEMP-1 qui lui permet ainsi d’échapper au contrdle
immunitaire de I’h6te et de maintenir une infection chronique en dépit de la pression immunitaire.
La famille des genes var est hypervariable, responsable du polymorphisme d’expression des
protéines Pf EMP-1 et I’existence d’un véritable répertoire antigénique. Différentes études ont
montré que par un mecanisme de restriction allélique, un seul géne var est exprimé au stade
trophozoite 4gé et une seule protéine Pf EMP-1 est exprimée a la surface de I’hématie parasitée. Les
molécules de surface les mieux connues sont les membres de la famille Pf EMP-1. Les vaccins en
cours de développement a partir de Pf EMP-1 sont de deux types. Le premier vise a obtenir une
prémunition générale contre I’infection palustre et/ou ses complications (a partir de régions
conservées comme DBL-1alpha et CIDR-1alpha), le second est orienté vers un vaccin spécifique
pour prévenir le paludisme gestationnel (a partir de DBL-gamma) (Gangnard et al., 2015).

1.3. Manifestations cliniques et pathologie de I’infection palustre
Les manifestations cliniques du paludisme sont liées directement ou indirectement au cycle

parasitaire, notamment a la phase de schizogonie érythrocytaire. La gravité des symptdmes dépend
de I’espece plasmodiale en cause, de la densité parasitaire et du degré de prémunition de I’hote
infecté. Deux principales formes cliniques sont observées dans I’infection par P. falciparum: I’acces
palustre simple et les accés séveres ou graves. Ces formes cliniques sont souvent précédées d’une

forme dite asymptomatique.

1.3.1 diagnostic biologique

La fievre est le symptdme majeur du paludisme. Toute fievre chez un individu vivant en zone
d’endémie palustre ou ayant séjourné méme pendant une période breve doit faire évoquer un
paludisme jusqu’a preuve du contraire. Que la fiévre soit isolée ou associée aux autres signes
(généraux, physiques ou fonctionnels) mentionnés dans la description des manifestations cliniques
de la maladie, le diagnostic de certitude de paludisme est posé si et seulement si une mise en
évidence d’hématozoaire de Plasmodium est faite sur frottis sanguin ou a I’aide de goutte épaisse.
Le frottis sanguin permet aussi de préciser le ou les espéces plasmodiales en cause et donc le
diagnostic étiologique (diagnostic d’espéce). Ces deux examens permettent également de
déterminer la charge parasitaire (ou parasitémie). La parasitémie est exprimée en pourcentage de
globules rouges parasités (frottis sanguin) ou en nombre de trophozoites par microlitre de sang

(Goutte Epaisse).
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En cas de paludisme viscéral évolutif (PVE), ces examens sont le plus souvent négatifs et les
praticiens ont recours a la sérologie par immunofluorescence ou ELISA. Il est important de savoir
que les examens sérologiques n’ont qu’un argument rétrospectif, en cas de crise de paludisme chez
un touriste ayant séjourné en zone d’endémie.

D’autres pathologies également rencontrées en zone tropicale présentent des signes cliniques
identiques, sources d’erreurs de diagnostic. De ce fait, le diagnostic différentiel du paludisme doit
se faire, entre autres, devant un syndrome pseudo-grippal (avec une pneumopathie infectieuse), un
tableau d’altération de 1’état général associ¢ a une splénomégalie fébrile et une pancytopénie
(leishmaniose viscérale), un ictere fébrile (faisant évoquer une hépatite virale, une arbovirose ou
une angiocholite), une encéphalopathie fébrile (pouvant évoquer une méningite bactérienne, une

méningo-encéphalite virale, une fievre typhoide, une trypanosomiase ou un abcés du cerveau).

1.3.2. Le portage asymptomatique

Le portage asymptomatique du parasite se définit comme la présence continue d’une infection
au paludisme (présence du parasite) sans aucun signe clinique de la maladie. Fréqguemment observé
chez les individus vivant en zone d’endémie, il serait dii 4 I’acquisition d’une immunité progressive,
éphémere et incompléte dite de « prémunition » (Sergent, 1950). Cette immunité protége d’abord
les patients contre la mortalité et les formes graves de paludisme grace a une « immunité
antitoxique », puis contre les accés simples en diminuant leur incidence, la durée et le niveau des
infections grace a une « immunité antiparasitaire » (Mouchet et al., 2004). L’immunité de
prémunition demande plusieurs années pour s’installer et doit étre entretenue par les stimulations
antigéniques dues a une exposition répétée aux parasites (Struik & Riley, 2004). Elle s’acquiert
d’autant plus rapidement que la transmission est importante et permanente. Si le sujet immun quitte
la zone d’endémie, il perd sa prémunition au bout de 12 a 24 mois (La durée de survie d’une
infection au stade sanguin peut atteindre 3 ans). Les sujets porteurs asymptomatiques représentent
des « réservoirs » parasitaires et cette situation est rencontrée dans la plus grande partie de I’ Afrique
Sub-saharienne.

1.3.3. Acceés palustre simple

La primo invasion apparait chez un sujet non immun et le temps d’incubation est de 7 a 21
jours et parfois plusieurs mois. Elle est cliniguement muette.
Lors de la phase d’état, la fievre est la manifestation classique. Elle est observée au cours de 1’étape
sanguine du cycle parasitaire. Avec 1’éclatement des schizontes intra-érythrocytaires, il y a une
libération des mérozoites, d’un pigment plasmodial appelé hémozoine et de différentes toxines aux
propriétés pyrogenes comme la PfGPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol). Ces substances sont a

I’origine d’une inflammation et d’une fievre (Malvy et al., 2000). La crise debute brutalement par
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des frissons intenses et des tremblements. La fievre atteint 40 a 41°C dans le paludisme a P.
falciparum et persiste généralement pendant 2 a 4 heures. Elle est suivie d’une hypersudation. Ces
accés de frissons et de fievre intermittents sont observés et ils peuvent devenir périodiques
survenant toutes les 48 heures pour les infections dues a P. falciparum, P. vivax et P. ovale (fievre
tierce), tandis que pour celles causées par P. malariae I’intervalle entre les crises de 72h (fievre
quarte). En dehors de la fiévre, on peut observer des céphalées, des douleurs articulaires, des
myalgies, une anémie et méme un ictere, accompagné souvent de nausées et de vomissements. Un
acces da a P. falciparum peut se transformer en une forme grave surtout chez les enfants et les

personnes non immunes (Juliano, 2006).

1.3.4. Formes graves du Paludisme

1.3.4.1. Définition et criteres du paludisme grave
L’accés pernicieux palustre a été initialement défini par Alphonse Laveran comme une

«forme suraigué de paludisme a P. falciparum susceptible de tuer rapidement le malade en 36 a 72h
lorsqu’un traitement spécifique n’est pas rapidement et correctement institué» (Saissy, 2001). Il
touche essentiellement les sujets non immuns. Seule ’instauration rapide d’une prise en charge
adaptée en réanimation peut alors permettre une survie du patient (Bruneel et al., 2003). Le déces,
quand il survient, est secondaire a la défaillance aigu€ d’une ou plusieurs grandes fonctions, et ce
parfois méme si la mise en place d’un traitement étiologique s’avére efficace (WHO, 2015).

En 1990, POMS a défini le paludisme grave comme la présence de formes asexuées de P.
falciparum dans le sang associée a un ou plusieurs critéres dits majeurs. Dans cette définition, des
criteres mineurs ne permettant pas a eux seuls de parler de paludisme sévére mais devant inciter a la
vigilance, étaient également définis. En 2000, de nouveaux criteres ont été edités par ’OMS Ces
critéres a la fois cliniques et/ou biologiques, ont fait ainsi disparaitre la notion de criteres mineurs
(Tableau I et I1).
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Tableau I: Critéres cliniques de paludisme grave de I’OMS en 2015 (WHO, 2015)

Critéres cliniques

Précisions du texte de ’OMS

Prostration

Trouble de la conscience

Respiration acidosique
Convulsions répétées

Collapsus cardiovasculaire

(Edéme pulmonaire
Saignement anormal
Ictere

Hémoglobinurie macroscopique

Extréme faiblesse

Adulte : score de Glasgow < 11

Enfant : score de Blantyre < 3

Détresse respiratoire chez 1’enfant

Au moins 2 par 24heures

Pression artérielle systolique < 80 mmHg en présence de
signes périphériques d’insuffisance circulatoire
Définition radiologique

Définition clinique sans autre précision

Définition clinique ou bilirubine totale > 50 pmol/L
Urines rouges foncées ou noires, hémoglobinurie ou
myoglobinurie a la bandelette, absence d’hématurie

microscopique
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Tableau I1: Critéres biologiques de paludisme grave de I’OMS en 2015 (WHO, 2015)

Criteres biologiques

Précisions du texte de ’OMS

Anémie sévére

Hypoglycémie
Acidose
Hyperlactatémie
Hyperparasitémie

Insuffisance rénale

Enfant : hématocrite < 15% ou hémoglobine < 5g/dL

Adulte : hématocrite< 20% ou hémoglobine < 7g/dL

Glycémie < 2,2 mmol/L (< 400 mg/dL)

Bicarbonates<15 mmol/L + acidémie avec pH < 7,35

Lactates plasmatiques > 5 mmol/L

Parasitémie de P. falciparum >10%

Enfant : diurése < 12 mL/kg/24 h ou Creatininémie > 265 pumol/L
apres réhydratation

Adulte : Créatininémie > 265 pmol/l avec diurése < 400 mL/24h

apres réhydratation
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I1. Immunité et paludisme

L’infection par Plasmodium, engendre des réponses immunitaires de 1’hdte. Ces réponses
immunes sont régulées aussi bien par le systeme immunitaire non spécifique dit innée, par le
systéeme immunitaire spécifique ou acquis, que par des facteurs environnementaux. Ces deux types
d’immunité sont complémentaires. L’ immunité innée se mobilise dés le début de I’infection (dans
les premieres heures). Elle est indépendante de toute infection en attendant la mise en place de
I’immunité «acquise» qui est opérationnelle dans les dix jours suivant I’infection. L’immunité
acquise est tout autant spécifique des stades de développement du parasite que des especes
parasitaires. Cette immunité est rarement complétement protectrice, et dans le cas du paludisme, on

sait qu’elle est partielle et non stérilisante.

I1.1. Notion de prémunition

Une des caractéristiques de la relation «homme/parasite/vecteur» est I’acquisition, par les
populations humaines exposées, d’une immunité anti-palustre progressive, éphémere et incompléte,
dite «de prémunition». C’est un état d’immunité relative traduisant un équilibre hote-parasite aprés
plusieurs années d’exposition si la transmission est constante et relativement élevée. Elle protége
d'abord contre la mortalité et les formes graves palustres, puis contre les acces palustres simples en
diminuant leur incidence plutot que leur gravité et enfin en réduisant la durée ou le niveau des
infections par les stades sanguins. Cet équilibre est labile et disparait en 12 a 24 mois chez le sujet
immun qui quitte la zone d’endémie (Deloron & Chougnet, 1992 Struik & Riley, 2004). Le
développement de cette immunité de prémunition est dépendant du contexte épidémiologique, de la
saisonnalité et de 1’intensité de transmission au niveau de la zone géographique. Elle apparait
d’autant plus rapidement que la transmission est importante et permanente. Mais le développement
de la prémunition n’empéche pas le portage de parasites faisant des sujets semi-immuns
d’excellents "réservoirs" de parasites.

Dans certaines régions seches, de paludisme instable, la transmission fluctue considérablement
d’une saison et d’une année a 1’autre, cela retardant 1’acquisition de I’immunité (Rogier & Trape,

1995).

11.2. Immunité innée
Elle est activée des le début de I’infection et repose sur I’intervention de plusieurs cellules

parmi lesquelles les granulocytes, les monocytes macrophages, les cellules dendritiques, les
lymphocytes « Natural killer » (NK) et les lymphocytes Tyé.

Les granulocytes comme les neutrophiles peuvent phagocyter les formes parasitaires avec la
participation d’opsonines telles que des protéines du complément, la C-réactive protéine (CRP) et

des anticorps (Kumaratilake et al., 1992). Ces cellules produisent également des cytokines comme
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le TNF-a, IFN-y, GM-CSF et IL1-f qui amplifient la phagocytose des mérozoites (Osier et al.,
2014). 1l a été démontré que les neutrophiles peuvent inhiber la multiplication du parasite en
produisant ces cytokines (Auffray et al., 2009).

Les cellules NK ont également la capacité de produire certaines cytokines comme celles
précédemment décrites en réponse a différents stimulus (Cooper et al., 2001). Leur sécrétion d’1L-8
en réponse a une stimulation in vitro par un extrait de globule rouge parasité (GRp) a été rapportée
et la présence du parasite permet 1’activation de leurs fonctions cytotoxiques et une surexpression
de marqueurs d’activation comme CD69 a leur surface (Artavanis-Tsakonas et al., 2003; Baratin
et al., 2005) .

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigénes (Noda et al., 2010). Elles sont
activées via des récepteurs appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) comme le TLR9 et
produisent de I’IFN-y en réponse a une stimulation par des lysats de GRp. Comme les cellules
dendritiques, les monocytes/macrophages sont des cellules présentatrices d’antigénes, ils sont
activés par la présence de Plasmodium et produisent aussi des cytokines pro-inflammatoires comme
le TNFa. Ce sont des cellules phagocytaires et leur implication dans la clairance parasitaire a été
largement rapportée. Leur récepteur CD36 semble important dans la phagocytose des érythrocytes
infectés et des mérozoites libres (Schofield & Grau, 2005). Aussi, le réle majeur des monocytes
/macrophages dans la production d’IFN-y par les cellules NK a ét¢ démontré. Il passe par une
production d’1L-18 par ces macrophages (Cramer et al., 2008).

Les cellules Tyd sont capables de reconnaitre des molécules produites par P falciparum. Ces
cellules sont activées par des phospho-antigenes non peptidiques du parasite. Elles sont capables de

produire de I’'IFNYy, ce sont des cellules cytotoxiques pour les GRp (Farouk et al., 2004).

11.3. Immunité adaptative
Elle repose sur I’intervention des lymphocytes T et B qui sont spécifiquement dirigés contre le

parasite. Cette réponse immunitaire adaptative se divise en deux composantes essentielles

I’immunité a médiation cellulaire et ’immunité humorale.

11.3.1. Immunité & médiation cellulaire
L’immunité a médiation cellulaire a été mise en evidence a la suite d’un transfert adoptif de
ses cellules en absence de réponse humorale détectable. Elle est surtout 1’ccuvre des cellules TCD4+
et TCD8+ spécifiques au parasite et protégerait 1’hote contre les stades hépatocytaires et
érythrocytaires car les parasites y sont intracellulaires et difficilement accessibles par les anticorps.
Les lymphocytes TCD4 sont classés en plusieurs sous-groupes qui agissent difféeremment selon le
type de cytokines produites. Les cellules Thl produisent des cytokines pro-inflammatoires telles

que I'TFN-y et I'IL-2 intervenant dans la réponse cytotoxique alors que les Th2 produisent des
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cytokines anti-inflammatoires comme IL-4 et IL-13 qui régulent la réponse humorale (Taylor-
Robinson et al., 1993). Une forte prolifération cellulaire TCD4+ et TCD8+ liée a une réponse
cytokinique Thl (IFN-y et IL2) a été retrouvée associée a la protection contre le paludisme,

indépendamment de la production d’anticorps (Pombo et al., 2002).

11.3.2. Immunité a médiation humorale

La réponse humorale repose surtout sur 1’intervention des cellules B qui apres stimulation
antigenique puis différenciation en plasmocytes, produisent les Ac. Le rdle des anticorps dans
I’immunité anti palustre, bien étudié, est démontré Les Ac peuvent bloquer I’invasion des
hépatocytes. En effet, les fragments Fab d’Ac monoclonaux spécifiques des séquences répétées de
la CSP inhibent D’infectivité des sporozoites in vivo et in vitro. Les Ac protecteurs sont
principalement de type IgG1 et IgG3. lls peuvent activer le complément et induire une lyse des
sporozoites libres dans le sang. Les 1gG1 et IgG3 spécifiques peuvent se fixer sur leurs récepteurs
présents a la surface de cellules comme les neutrophiles et monocyte-macrophages pour entrainer la
lyse des sporozoites par ADCI (antibody-dependent cellular inhibition) ou par phagocytose
(Perlmann & Troye-Blomberg, 2000). Les IgG2 et 1gG4 seraient non protecteurs et des études ont
montré qu’il existe une relation entre les taux d’IgG non cytophiles et la gravit¢ de la maladie

(Schreiber et al., 2006).

11.3.3. Les anticorps marqueurs de I’'immunité dans linfection palustre

Les études séro-épidémiologiques contribue a fournir des informations sur I’immunité au niveau
de la population et indirectement sur le niveau de 1’exposition (Richards et al., 2013). Lorsque la
transmission diminue ainsi que 1’immunité décroit, les communautés ou sous-groupes devenus
vulnérables aux risques accrus de maladies pourraient étre identifiés pour adapter des interventions
de protection supplémentaires. A ce jour, les corrélations claires de I’immunité anti-palustre
manquent encore (Cutts et al., 2014), probablement parce que la recherche sur I’'immunité anti-
palustre a mis 1’accent sur les réponses immunitaires a un nombre limité d’antigénes du paludisme
et la plupart des études ont mesuré les niveaux d’anticorps, mais pas de réponses fonctionnelles
(Richards & Beeson, 2009; Fowkes et al., 2010; Chan et al., 2012). Récemment, des études de
répertoires étendues a de nouveaux antigénes ou peu étudiés ont identifié des réponses d’anticorps
spécifiques d’antigéne associés a la protection (Crompton et al., 2010; Chan et al., 2014). Les
données ont montré que les anticorps contre les antigénes recombinants du mérozoite sont des
biomarqueurs de I’immunité (Fowkes et al., 2010; Richards et al., 2013). Il a également émergé
beaucoup de travaux au cours de ces derniéres années afin d’identifier les mécanismes fonctionnels
de I’immunité et de les relier a la protection (Crompton et al., 2010; Tran et al., 2014). Les
anticorps avec la fonction de reconnaissance de I’antigéne du parasite n’ont pas toujours été

prédictive de I’immunité protectrice, tandis que les données récentes suggerent que la phagocytose
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opsonique des mérozoites peut étre un solide corrélat de I’immunité (Joos et al., 2010; Hill et al.,
2013; Osier et al., 2014). Cependant, des études prospectives supplémentaires reliant les réponses

d’anticorps fonctionnels a des résultats cliniques sont nécessaires.
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Figure 9: Role des cellules effectrices et des cytokines dans I'immunité contre les stades
sanguins de P. falciparum. (Stevenson & Riley, 2004)
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11.4. Auto-immunité et répertoire auto-anticorps
Le systtme immunitaire comprend un répertoire extrémement diversifié incluant la

reconnaissance de déterminants du soi par les lymphocytes B et T. la mise en place des répertoires
B et T est regulée par des mécanismes complexes permettant de distinguer le « soi » du « non-soi »
afin d’éviter les inconvénients d’une auto-réactivité. Cependant, il y a un risque d’échappement, et
une production importante d’auto-anticorps et de lymphocytes T auto-réactifs a été mise en
évidence non seulement chez des individus normaux, mais également dans un certain nombre de

maladies.

11.4.1. Réle des auto-anticorps

En fait, la découverte d’auto-anticorps ne signifie pas forcément maladie auto-immune. Une
auto-réactivité “physiologique” est présente chez tous les individus et se traduit par la production
d’auto-anticorps ‘’naturels’” (Mouthon et al., 1996) Ces auto-anticorps “naturels” sont souvent de
faible affinité et multi-spécifiques. Ils participent a la régulation du réseau idiotypique et a
I’élimination des antigenes endogenes et exogenes. (Lacroix-Desmazes et al., 1995; Lefranc et al.,
2004). lIs sont produits contre des auto-antigenes cellulaires comme le cytosquelette (vimentine),
les phospholipides, les immunoglobulines ou d’autres auto-antigenes communs. Cette auto-
réactivité “physiologique” s’oppose a I’auto-immunité “pathologique”, appelée aussi “auto-
agressivité”, qui se caractérise par la présence d’auto-anticorps “pathogénes” observés dans
certaines maladies auto-immunes. Ces auto-anticorps sont le plus souvent des 1gG de forte affinité,
souvent mono-spécifiques.
Comme 1’ont observé également les auteurs Naparstek et Plotz (Naparstek & Plotz, 1993), les
auto-anticorps ont une signification variable selon les cas. D’abord, certains auto-anticorps ne sont
pas nocifs. Mais d’autres par contre sont responsables de processus pathologiques. La destruction
de cellules par le processus auto-immun libére les auto-antigénes, qui induisent la production
d’auto-anticorps ayant une action pathogéne. IIs peuvent s’avérer dangereux de trois
maniéres résumées comme suit:

1) Certains auto-anticorps vont se lier a des récepteurs : exemple du récepteur de la TSH dans
la maladie de basedow, récepteur de 1’acétylcholine dans la myasthénie, 1’insuline dans le
diabéte sucré de type 1. L’occupation du récepteur par I’anticorps empéche 1’action normale
du ligand ;

2) D’autres auto-anticorps sont opsonisants : soit directement, lorsqu’il s’agit d’IgGl ou
d’IgG3 ; soit indirectement, lorsqu’ils fixent le complément. Cela permet la fixation des
macrophages qui ont des récepteurs pour le fragment Fc des 1gG1, et des 1gG3 ou des

récepteurs pour la fraction C3 du complément, et par suite la phagocytose des cellules
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cibles. 11 s’ensuit la destruction des hématies dans les anémies hémolytiques auto-immunes
et des plaques dans le purpura thrombopénique idiopathique ;

3) D’autres auto-anticorps forment avec les antigénes des complexes immuns (Cl). Ces
complexes immuns peuvent avoir des effets néfastes, lorsqu’ils sont de grande taille, avec
un exces d’antigeénes, un anticorps de faible affinité et une aptitude a fixer le complément.
Ces CI vont se déposer préférentiellement dans certain site : la synoviale au cours de la
polyarthrite rhumatoide, ou les capillaires des glomérules rénaux au cours du lupus
érythémateux disséminé ou de la néphropathie a IgA. Sur les CI viennent se fixer des
plaquettes, des polynucléaires neutrophiles, des macrophages avec libération de nhombreux

médiateurs de I’inflammation.

11.4.2. Auto-immunité et Paludisme

Les résultats de nombreuses études épidémiologiques et cliniques suggerent que le risque de
maladies allergiques et auto-immunes est liée a « I’hypothése de 1'hygiéne » (Strachan, 1989;
Sotgiu et al., 2008). Selon cette hypothese, une exposition insuffisante durant 1’enfance a des agents
infectieux favoriserait le développement de maladies auto-immunes et allergiques. Ainsi il a été
observé que les maladies parasitaires peuvent influer sur le développement ou I'évolution de la
maladie auto-immune comme la sclérose en plaque, les rhinites allergiques et le diabéte de type | et
a I’inverse certaines composantes auto-immunes pourraient favoriser ou inhiber le développement
des maladies infectieuses (Bach, 2002; Ege et al. 2011).

Les auto-anticorps ont été trouvé impliqués dans les maladies parasitaires telles que la
trypanosomiase, la schistosomiase et le paludisme (Adu et al., 1982; Ternynck et al., 1990; La
Flamme et al., 2003; Nagayama et al., 2004). Peu de données indiquent que certaines des
manifestations cliniques du paludisme peut résulter d'un processus auto-immun (Wozencraft et al.,
1990; van Velthuysen & Florquin, 2000). Cependant il y a des similitudes entre le type d’auto-
anticorps produits au cours du paludisme et ceux observés lors des maladies auto-immunes causées
par un dysfonctionnement de la réponse humorale. Nous citerons, par exemple, les anticorps anti-
PL, anti-CL, anti-nucléaires, anti-érythrocyte, anti-muscle lisse qui sont fortement associés a
I’infection plasmodiale (Facer & Agiostratidou, 1994; Consigny et al., 2002). Les premiéres
observations de processus auto-immuns induits au cours du paludisme ont été décrites il y a plus
d’une soixantaine d’années et développées par la suite pour mieux caractériser le role de 1’auto-
immunité dans la survenue de I’anémie palustre. Des études avaient mis en évidence une
association entre la réponse auto-immune et I’anémie palustre. En effet, I’infection plasmodiale est
associee a la phagocytose de globules rouges parasités et non parasités (Kai & Roberts, 2008). La
séverité de 1’anémie n’est toujours pas corrélée a la parasitémie, elle peut persister aprés un

traitement antipaludique efficace et en absence de parasite dans le sang périphérique (Nwonwu et
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al., 2009) . Les patients avec anémie sévere présentent un test de coombs positif (Sharma et al.,
2012 ; Sonani et al., 2013). De plus, les individus ayant une infection plasmodiale chronique
présentent une augmentation des titres d’anticorps dirigés contre des crypto-antigenes
érythrocytaires exprimeés par les globules rouges infectés (Zouali et al., 1982; Chan et al., 2012).
Enfin, ’infection plasmodiale induit la production d’anticorps dirigés contre les globules rouges
parasites et non parasités (Ritter et al., 1993). Parallélement a ces travaux explorant le role de la
réponse auto-immune dans la physiopathologie de I’anémie palustre, deux courants scientifiques
vont apparaitre et se développer, argumentant soit I’implication de 1’auto-immunité dans la
protection contre la maladie, soit un réle de ce dernier dans la pathogénese des formes graves du

paludisme.

I11. Moyens de lutte et de contr6le du paludisme
L’objectif de la lutte est d’éviter la mortalité, de réduire la morbidité et les pertes socio-

économiques dues au paludisme. Elle consiste a empécher la transmission du parasite du vecteur a
I’homme en luttant contre le vecteur, d’une part, et d’empécher le développement du parasite chez
I’homme infesté, d’autre part. Nous porterons notre attention sur 1’outil de monitoring sérologique
et ses applications potentielles dont I’implémentation est recommandée dans les programmes

d’élimination du paludisme.

I11.1. Lutte contre le parasite

On utilise a cet effet des médicaments actifs sur le Plasmodium en chimio-prévention ou en
traitement curatif,

111.1.1. Chimio-prévention

La chimio-prévention peut étre divisée en deux catégories: la chimio prophylaxie et le
traitement préventif intermittent (TPI). Sauf cas particuliers (femmes enceintes), la chimio-
prophylaxie n’est plus utilisée pour les populations vivant en zone d’endémie. Par contre, elle doit
étre envisagée, de maniere systématique, pour tout sujet non immun se rendant en zone impaludée.
Il n’existe pas de schéma prophylactique idéal. Le choix de la chimio-prophylaxie doit étre discuté
et son application adaptée a chaque voyageur en fonction de la zone d’endémie visitée (intensité de
transmission et niveau de résistance des Plasmodium aux antipaludiques), de la saison et du sujet
concerné (age, femme enceinte, mode de vie, antécédents médicaux) (Greenwood et al., 2005).
Mais d’une maniere générale, I’arsenal thérapeutique de la chimioprophylaxie chez les voyageurs se
limite a la chloroquine, au proguanil, a la méfloquine et a la doxycycline (WHO-Unicef 2003).
Chez les femmes enceintes, le traitement préventif intermittent (TPI) consiste a administrer trois

doses de Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) durant les deuxiéme et troisieme trimestres de la
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grossesse. Des études ont montré que ce TPI réduit considérablement le risque d’anémie chez la
meére ainsi que I’insuffisance pondérale a la naissance (Vallely et al., 2007; Wilson, 2011).

Chez les enfants de moins de 5 ans résidant dans une zone de courte transmission saisonniére,
I’administration intermittente et systématique de SP + artésunate en trois prises annuelles a permis
de réduire de 86 % le nombre d’accés palustres (Cisse et al., 2006; Greenwood, 2006). Ce TPI est
analogue a une chimio-prophylaxie espacée, a dose thérapeutique de courte durée. Du fait du petit
nombre de prises d’antipaludiques, son colt est modeste et sa mise en place facilitée. De plus, en
combinant deux antipaludiques différents, les souches chimio-résistantes ne devraient pas apparaitre

trop rapidement.

111.1.3. Traitement curatif ou Chimiothérapie

Une fois le paludisme diagnostiqué, le patient doit étre traité rapidement dans les 24 heures qui
suivent I’apparition des symptdmes pour éviter des complications potentiellement mortelles (OMS,
2010). A cet effet, diverses molécules antipaludiques ont été utilisées. Il s’agit d’antipaludiques
usuels (méfloquine, la quinine pour le traitement des cas graves chez jeunes enfants et adultes non
immuns, etc.) qui sont des molécules de synthése. Face a la chimio-résistance grandissante de P.
falciparum a plusieurs de ces molécules, de nouveaux composés ont vu le jour : les dérivés de
I’artémisinine, dont les plus connus sont I’artésunate, I’artéméther et le dihydroartémisinine. Ces
composés ont une action thérapeutique tres rapide, une courte demi-vie, sont efficaces contre le
paludisme a P. falciparum poly-chimiorésistant, sont peu toxiques et bien tolérés par les malades, et
réduisent le portage de gamétocytes (donc jouent un réle dans la transmission du paludisme)
(Adjuik et al., 2004; Nosten & White, 2007; OMS, 2010). Ils sont utilisés pour le traitement des
acces palustres simples et potentiellement pour les cas graves de paludisme (OMS, 2010; Sinclair
et al,, 2011). Utilisés seuls ou combinés a d’autres médicaments de synthése (méfloquine,
sulfadoxine, pyriméthamine, amodiaquine...etc.), ils permettent une guérison du paludisme a P.
falciparum en 7 ou 3 jours, respectivement. De plus, ’association medicamenteuse de deux
molécules agissant indépendamment 1’un de 1’autre et dont la cible biochimique au niveau de
I’hématozoaire est différente, permet d’empécher ou de retarder I’émergence d’une résistance. Dés
lors, ’OMS recommande la bithérapie (dérivé artémisinine associé a un médicament de longue
durée) pour le traitement du paludisme (OMS, 2010). Quatre Combinaisons Thérapeutiques a base
d’Artémisinine (CTA) sont couramment utilisées : artéméther + luméfantrine (AL), artésunate +
amodiaquine (AS + AQ), artésunate + méfloquine (AS + MQ) et artésunate + sulfadoxine
pyriméthamine (AS + SP). Récemment, I’accumulation de preuves sur I’innocuité et I’efficacité de
’association dihydroartémisinine + pipéraquine (DHA + PPQ) a conduit I’OMS a ajouter celui-Ci a
la liste des CTA utilisables en vue de traiter le paludisme simple a P. falciparum (Karema et al.,

2006; Zongo et al., 2007). Cependant, la bithérapie ne montre pas toujours une efficacité totale
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méme si elle a été appliquée avec un certain succés en zone endémique. De plus, des phénomeénes
de résistance de P. falciparum a ces composés ont été récemment signalés aux frontiéres entre le
Cambodge et la Thailande (Dondorp et al., 2009; Noedl et al., 2009; Ariey et al., 2014), en raison
probablement d’une forte pression des médicaments utilisés, souvent en monothérapie (Dondorp et
al., 2009). Il est donc primordial de surveiller de prés ces cas de resistance car leur propagation
entrainerait des conséquences désastreuses car aucun autre antipaludique de remplacement n’est

encore disponible.

I11.2. Lutte contre les vecteurs
Elle est essentiellement préventive et a pour objectif de réduire la densité de la population

vectrice & un niveau tres bas ou de limiter le contact homme-vecteur (Carnevale et al., 1992;
Carnevale et al., 2009). Elle peut se faire soit au stade aquatique soit au stade de la vie adulte du
moustique. Les stratégies et les méthodes employées doivent tenir compte de I’épidémiologie de la
maladie, de la biologie des vecteurs, de la qualification du personnel et des moyens logistiques
disponibles. La lutte anti-vectorielle fait appel aux méthodes physiques, chimiques, physico-
chimiques et biologiques (Mouchet et al., 2004). L’utilisation de moustiquaires imprégnées
d’insecticides (MII) reste actuellement le moyen le plus répandu pour prévenir la transmission du
paludisme. Des études menées par I’OMS confirment que les MII peuvent réduire la mortalité
infantile jusqu’au tiers dans les régions impaludées d’Afrique (WHO, 2006). La mise sur le marché
de moustiquaires imprégnées de longue durée d’action (MILDA) avec un insecticide efficace
pendant 3 a 5 ans a permis de régler les contraintes liées a la ré-imprégnation des MII. Leur faible
prix de revient par rapport aux autres moyens de lutte permet leur utilisation & grande échelle. Les
contraintes demeurent son acceptation par les populations et le risque de développement de
phénomenes de la résistance aux pyréthrinoides chez certaines populations d’An. Gambiae
(Akogbeto & Yakoubou, 1999; Koffi et al. 2013).

111.3. Les stratégies vaccinales potentielles
Le développement d’un vaccin efficace contre le paludisme est un objectif difficile a

atteindre. P. falciparum est 1’espéce plasmodiale essentiellement choisie pour les études vaccinales
car responsable des formes mortelles de la maladie. Les especes P.vivax, P. malariae et P. ovale
sont, relativement moins prioritaires en recherche vaccinale (Herrera et al., 2007). En théorie,
plusieurs types de vaccins sont réalisables : vaccins contre les stades pré-érythrocytaires, vaccins
contre les stades sexués, vaccins bloquant la transmission. Tous ces types de vaccins sont
actuellement en développement et tous pourraient apporter une contribution future dans la lutte
contre le paludisme. Actuellement, plus d’une centaine de candidats vaccins, dérivés seulement

d’une vingtaine d’antigénes (Ag), sont en développement (Figure 10). En juillet 2015, I'Agence
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européenne du médicament a délivré un avis scientifique positif pour le vaccin antipaludique le plus
avancé, RTS S/AS01 dirigé contre le stade pré-érythrocytaire du cycle de vie de P. falciparum, de
nom commercial Mosquirix®. Nous nous limiterons ici a la présentation de quelques candidats

vaccins (stades pré-érythrocytaire et érythrocytaire) parmi les plus connus et les plus avancés.
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Figure 10: Représentation schématique des antigénes candidats vaccins (Rogier et al., 2006)
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Les vaccins pre-érythrocytaires (VPES) ciblent les sporozoites pour les empécher d’envahir
les hépatocytes ou les détruire une fois dans le foie (Alonso et al., 2004). Les VPEs sont alors
congus pour protéger contre I’infection au paludisme, et donc réduire la transmission. lls doivent
donc étre efficaces a 100% ; dans le cas contraire, ils ne pourront que retarder la survenue de 1’accés
palustre. Le vaccin RTS,S/ASO1E (GlaxoSmithKline) est a ce jour le candidat le plus avancé et le
plus promu (le seul d’ailleurs a terminer la phase 3 d’évaluation ) (Ballou, 2009; Casares et al.,
2010). En effet, I’étude clinique réalisée en Tanzanie chez 894 enfants de 6 a 17 mois, a démontré
une réduction des épisodes cliniques de paludisme de 51% en phase Il (Olotu et al., 2011a). Cette
protection est associée a une réponse immune protectrice humorale (IgG anti-CSP,
CircumSporozoite Protein) et cellulaire (TNFo+ et CD4+) (Olotu et al., 2011b). La phase 3 qui est
terminée a débuté en mai 2009 et a enr6lé 15 460 enfants parmi lesquels plus de 6 000 enfants agés
entre 6 et 14 semaines ont recu une co-injection RTS,S/ASO1E et vaccins du PEV (Programme
Elargi de Vaccination). Les résultats définitifs de 1’essai ont été publiés en fin 2014. Le vaccin s’est
montré efficace dans la prévention du premier ou du seul épisode clinique de paludisme chez 56 %
des enfants agés de 5 & 17 mois et chez 31 % des enfants &gés de 6 a 12 semaines (RTS 2015).
Toutefois, quelques questions liées a la durée de protection et son efficacité dans des zones de forte
endémicité se posent encore. Malgré tout, I’optimisme perdure car pour 1’heure, c’est le seul qui
reste le plus prometteur. D’autres vaccins CSP sont en cours de développement, mais aucun n’a
dépassé la phase II (essai en zone d’endémie).

NB : Les candidats vaccins contre les stades pré-érythrocytaires n’ayant pas atteint une protection
de 100% contre |’infection, l'intérét de leur développement repose donc sur leur efficacité
eventuelle pour diminuer l'incidence des acces palustres simples et les formes graves de

paludisme.

I11.4. Séro-surveillance dans les programmes de lutte contre le paludisme
Plusieurs études ont exploré les réponses anticorps aux protéines recombinantes de

Plasmodium, comme mesure associée a l’exposition au paludisme par la technique ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), et un certain nombre d’applications potentielles pour la
séro-surveillance a été identifié, a savoir :

- estimer le niveau de la transmission dans la population

surveiller les tendances dans la variation de la transmission sur une longue période

(plusieurs années)

identifier les individus a exposition récente (sur plusieurs mois)

identifier les sites d’intervention ‘’hot-spots’” et les populations ‘’hot-pops’’ avec

transmission continue
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- ¢évaluer I’'impact des interventions de lutte contre le paludisme
- identifier les porteurs asymptomatiques (réservoirs du paludisme).
La séroprévalence fournit une indication générale du niveau d’endémicité, et des analyses
mathématiques des données de la séroprévalence selon 1’age peuvent étre appliquées pour estimer
les taux de séroconversion ( la vitesse a laquelle les individus séronégatifs sont devenus
séropositifs) (Drakeley & Cook, 2009; Stewart et al., 2009; Badu et al., 2012). Ces analyses ont
montré une forte association avec les mesures de I’intensité de transmission, tels que I’incidence du
paludisme, I’altitude et le taux d’inoculation entomologique (TIE). La sérologie reste un outil
approprié pour mesurer les tendances dans 1’évolution de la transmission du paludisme au fil du
temps (Stewart et al., 2009). Les taux de prévalence d’anticorps spécifiques selon I’age peuvent
étre utilisés pour estimer le moment ou des changements majeurs dans la transmission ont eu lieu
(Drakeley & Cook, 2009; Cook et al., 2010; Hsiang et al., 2012). En zone hyperendémique ou la
séroprévalence est élevée, une variation de I’ampleur des réponses anticorps peut étre un marqueur
plus sensible des changements dans la transmission (Drakeley & Cook, 2009; Cook et al., 2011).
La séro-surveillance fournit un outil plus sensible que le dépistage de la parasitémie par
microscopie des frottis sanguins ou des tests de diagnostic rapide pour évaluer I’impact des
interventions de contrdle sur la transmission, en particulier lorsque I’intensité de la transmission est
déja faible (Cook et al., 2011). La séro-surveillance a également prouvé étre une méthode utile pour
identifier les points chauds (hot-spot) de la transmission et les groupes de population a risque élevé
d’infection (Bousema et al., 2010a; Cook et al., 2011; Hsiang et al., 2012; Sturrock et al., 2013).
Lorsque la transmission diminue, elle devient plus hétérogéne, pouvant rester concentrée dans
certaines zones géographiques définies « hotspots » entrainant une sous-population a haut risque
(« hot-pops ») (Cotter et al., 2013; Sturrock et al., 2013). En paralléle, la proportion de personnes
atteintes de [I’infection augmente sub-microscopiquement, contribuant sensiblement a la
transmission en cours (Okell et al., 2009; Okell et al., 2012) et posant un défi pour ceux qui
cherchent a identifier et éliminer les réservoirs de persistance du paludisme. La séro-surveillance
propose un outil simple et sensible qui pourrait étre combiné avec d’autres mesures de surveillance
et d’analyse géospatiale pour identifier les points chauds et les hot-pops afin de mieux cibler des
sites d’interventions appropriées.
111.4.1. Antigenes potentiels pour la surveillance de P. falciparum

A ce jour, les réponses anticorps contre les antigénes du mérozoite MSP1-19 et AMAL ont été
les plus utilisés comme marqueurs dans des modeles d’exposition a P. falciparum. Les taux de
séroconversion pour les anticorps PFMSP1-19 ont été fortement corrélés avec d’autres indicateurs
de I’intensité de la transmission (EIR), le taux de parasites, et I’incidence du paludisme, (Satoguina
et al., 2009; Stewart et al., 2009; Badu et al., 2012). L’antigéne PfAMA1 est hautement
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immunogeéne (Thomas et al., 1994; Chelimo et al., 2005), ce qui peut limiter sa valeur dans la
détection des changements dans la transmission modérée et a forte endémicité (Stewart et al.,
2009; Cook et al., 2011), mais il pourrait étre plus approprié que les anticorps PfMSP1-19 pour la
séro-surveillance dans des contextes de trés faible transmission et pour une surveillance post-
élimination. La séro-surveillance basée sur le taux de séroconversion des antigenes PFIMSP1-19 et
PfAMAL a facilité I’identification des points chauds de la transmission (Bousema et al., 2010a;
Bousema et al., 2010b) et les changements dans I’intensité de transmission au fil du temps
(Stewart et al., 2009), avec une précision conforme ou supérieure a celle des mesures
conventionnelles. Des résultats comparables a partir de plusieurs parametres seraient favorables a
I’inclusion de ces antigénes dans une séro-surveillance. Les réponses immunitaires a d’autres
antigenes de P. falciparum ont également montré un potentiel pour la séro-surveillance, tel que les
protéines du stade sanguin Pf MSP2 (Drakeley & Cook, 2009), PfMSP1-42 (le fragment C-
terminal de 42 kDa de MSP1) (Hsiang et al., 2012), Pf glutamate protéine riche ( GLURP) (Cook
et al.,, 2012) y compris la CSP du sporozoites et les protéines du stade hépatique tels que
I’antigéne-1 (LSA-1), la thrombospondine protéine adhésive (TRAP) (John et al,. 2008; Campo et
al., 2011).

En ce qui concerne les antigénes du stade sexué ils ne montrent pas une relation significative
avec I’intensité de la transmission ou avec la saison. Ces anticorps sont de courte durée en I’absence
de gameétocytes circulants (Marrelli et al., 1998; Ouedraogo et al., 2011), ce qui suggere qu’ils

peuvent étre difficilement appropriés comme marqueurs de I’exposition dans la séro-surveillance.

111.4.2. Plateformes de sérologie pour le contréle du paludisme

Un certain nombre de plateformes ou méthodes sont actuellement a I’étude pour une application
dans la séro-surveillance. Ceux-ci comprennent : (a) ELISA, qui est le procédé le plus largement
utilisé et mis en place ; (b) le systeme luminex de billes magnétiques (les antigénes sont couplés aux
billes fluorescentes), qui permettent de tester simultanément de multiples antigenes, et (c) des puces
a protéines (protein microarray) (Figure 11).
Les avantages et les inconvénients de ces approches sont résumés dans le tableau I11. Une autre
approche est I’utilisation de tests de point-of-care, qui fournissent des résultats rapides sur le site
des services cliniques ou de dépistage afin que les décisions de traitement en temps opportun
puissent étre faites (Pai et al., 2012), et ils sont souvent sous la forme d’un simple appareil
immunochromatographique a flux latéral. 1ls se sont avérés précieux pour le diagnostic et la gestion
des maladies infectieuses, comme le VIH et le paludisme, et apparaissent utiles dans la

surveillance des maladies infectieuses (Heymann & Brilliant, 2011).
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Figure 11: Différences entre les techniques sérologiques (Anonyme, 2012)
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Tableau I1111: Avantages et inconvénients des différentes plateformes pour la séro-surveillance

plateforme Avantages inconvénients commentaires

-Efficace, haut débit -Nécessite des installations -Peut étre adapté pour une
de Laboratoire utilisation avec équipement
portatif

-Technologie,semi-
automatisée disponible

-Capable de tester plusieurs -Exige un haut niveau
réponses spécifiques  d’expertise technique

d’antigénes simultanément

-Optimisation trés étendue
de billes couplées a

I’antigene

-Exige un trés haut niveau

d’expertise technique

Nécessite la production d’un

grand nombre d’antigéne

-Faible cout -Semi-quantitatif seulement

-Aucune  expertise  de
laboratoire ou des
installations technique
nécessaire
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Les anticorps antipaludéens utilisés pour les tests Point-of-care pourraient réduire les codts,
simplifier les tests, éviter les exigences de la chaine du froid pour les échantillons prélevés, réduire
le temps pour que les résultats atteignent les organismes centraux et fournir une rétroaction
immédiate aux individus et aux communautés au sujet de I’exposition en cours, ce qui pourrait
encourager les engagements aux interventions de lutte. Ils sont moins sensibles que ELISA ou les
suspensions de billes Luminex, mais seraient censes avoir une sensibilité suffisante pour les

applications de séro-surveillance.
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MATERIEL ET METHODES
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I- Sites d’étude

I.1. Contexte géographique, Sites d’étude et de recrutement

La Cote d’Ivoire est un pays d’Afrique occidentale situé dans la zone subéquatoriale, entre
le 10eme degré de latitude Nord, le 4éme et le 8¢me degré de longitude Ouest, elle couvre une
Superficie de 322 462 Km?. Elle est limitée au Nord par le Burkina Faso et le Mali, a I’Ouest par le
Libéria et la Guinée, a I’Est par le Ghana, et au Sud par le Golfe de Guinée. Le paludisme est

endémique avec une grande hétérogénéité d’une région a une autre. (Knoblauch et al., 2014)

Le recrutement des échantillons biologiques de notre étude s’est déroulé sur trois sites sentinelles du
PNLP de la Cote d’Ivoire (Abobo; Korhogo; Man) présentant des caractéristiques éco-climatiques
différents (Figure 12). Ces sites ont été choisies parce qu’elles enregistrent des données bien
repertoriées de prévalence clinique du paludisme et constituent des sites d’excellence d’essai
clinique de I’Unité de Paludologie (UPAL) de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire. Une équipe de
I’UPAL est basée sur place, surtout a Abobo depuis bientot 10 ans pour la conduite de différentes

études de recherche.

1.1.1 Abobo

Abobo est une zone périurbaine faisant partie de I'une des dix (10) communes de la ville
d’Abidjan, zone la plus élevée de I’agglomération d’Abidjan, la commune d’Abobo est situee a une
altitude de 125 m au nord de la ville d’Abidjan. Le territoire communal est un vaste plateau bordé
par des talwegs qui couvrent prés de 2 460 hectares. Le relief laisse apparaitre 22 principales
cuvettes vers lesquelles sont drainées toutes les eaux pluviales. L’assainissement y est insuffisant.
La commune bénéficie du climat subtropical avec deux saisons pluvieuses (une grande saison allant
du mi-mars a juillet et une petite saison de fin septembre a fin novembre) et deux saisons séches
(une grande saison qui va de fin novembre a mi-mars et une petite de fin juillet a fin septembre). La
pluviométrie annuelle excede 2200 mm et la température oscille entre 27 °C et 33 °C. La

transmisssion du paludisme est quasi-permanente et hyperendemique ( Assoumou et al., 2008)

1.1.2 Korhogo
La ville de Korhogo est le chef-lieu du district des Savanes de la Région du Poro, frontaliére du
Mali et du Burkina Faso. Korhogo se situe a 600 km d’Abidjan, la capitale économique et la plus
grande ville du pays et a 500 km de Yamoussoukro, la capitale politique. Le climat est du type du
climat soudanais : il est trés chaud et trés sec, avec, en décembre et janvier, I'harmattan, un vent

puissant venu du Sahara, qui abaisse considérablement la température. La grande saison seche
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Figure 12: Localisation des sites d’étude
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(octobre - mai) précede la saison des pluies marquée par deux pics pluviométriques, I'un en juin et
l'autre en septembre. Dans cette zone la transmission du paludisme est saisonniére et permanente
(M’bra et al., 2015).

1.1.3 Man

Man est une grande ville de lI'ouest de la Cote d'lvoire et le chef-lieu de la région du Tonkpi. La
ville est surnommée "La ville aux 18 montagnes", et est située dans une cuvette entourée d'une
chaine de montagnes. Non loin de Man, se trouve également le Parc national du Mont Péko (34 000
hectares), qui abrite les derniéres foréts primaires d'Afrique de I'Ouest avec une vegétation
luxuriante et une flore typique des régions montagneuses. La pluviométrie comprend les principales
caractéristiques suivantes : 1300 a 2400 mm de pluies par an; une répartition bimodale dans le
Moyen Cavally et monomodale dans les régions des Montagnes et du Bafing. Les températures sont
douces, avec une moyenne de 24°C. la transmission du paludisme humain dans cette zone forestiere

est permanente et hyperendemique (Raso et al., 2009; Mara et al., 2013).
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1. Matériel

11.1. Matériel biologique
Le matériel biologique est constitué de serum et de sang total, recueillis chez les patients en milieu
hospitalier. Aussi des parasites de Plamodium falciparum de la souche de reference 3D7 et local
africain (Dielm0)07/03 ont été utilisés comme antigénes parasitaires pour la réalisation des tests
immuno-enzymatiques (ELISA) . Les extraits de cerveau humain commercial (Novus®) ont servi &

1’étude du répertoire de réponses auto-reactives.

11.2. Matériel Technique
Le matériel technique regroupe des Consommables de laboraratoire ,des chaines d’ELISA classique

et multiplex (Magpix®) (Figure 13) et un dipositif classique pour réaliser des immunoblots

quantitatifs. (papier nitrocellulose, cassette, plaque de verre, dispositif electrotransfert...).
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Figure 13: Dispositif Magpix : @) petit matériel utilisé pour effectuer des test MBA (Multiple-Bead
Assay), b) billes au fond du puits, ¢) appareil magpix et ecran ordinateur, d) Sortie de
I’écran de Magpix® avec le logiciel x-ponent 4.1

* emission de fluorescence apreés reconnaissance de ’anticorps sur la bille couplée a
[’antigene : Source : Luminex Corp, 2012
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111- Méthodes

I11.1. Description des cohortes et procédure de recrutement
Sur la base des directives de I’OMS relative a la définition des formes cliniques du paludisme,

différents groupes de patients ont été sélectionnés :

111.1.1. Patients avec un paludisme simple

L’étude de I’impact de la transmission sur les réponses immunes a porté sur des patients dont
1I’age (varie entre 1 et 79 ans) venus en consultation au niveau d’une des formations sanitaires des
villes ci-dessus mentionnées (figure 12) et présentant des signes cliniques évocateurs de paludisme
simple. Ces patients ont été recrutés, une trentaine (n=30) par site lors d’un essai clinique randomisé
conduit par I’Unité de Paludologie de Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI) (Touré et al., 2014).
Tres brievement, le diagnostic du paludisme a été réalisé par les examens biologiques [frottis
sanguin (FS) et goutte épaisse (GE)] . La densité parasitaire a eété évaluée au premier jour JO de la
consultation. Tous les consultants ont été hospitalisés, traités et suivis quotidiennement du jour 0 au
jour 3 dans les centres de santé suivant le protocole de I’essai clinique. La parasitémie a été
enregistrée toutes les 24 heures jusqu’a la confirmation de deux frottis sanguins consecutifs
négatifs. Le temps de clairance parasitaire (PCT) défini comme le temps qui s’écoule entre le début
du traitement et la fin de la parasitémie, a été déterminé pour chaque patient. Un questionnaire a été
administré a I’inclusion a chaque patient comportant les symptémes (classé comme absent,
modérée, intense), 1’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide et la prise précédente
d’antipaludique. La procédure comprenait un rappel des patients sur les jours 7-14-21-28-42 pour la
confirmation de la guérison compléte, en surveillant la tolérance biologique du médicament et la
parasitémie. Aucune recrudescence de ’infection palustre n’a été enregistrée chez les patients
suivis. Les échantillons de sérum apres les examens biologiques au jour 0 ont été recueillis par
centrifugation et conservés a -80 °C jusqu’aux analyses immunologiques. Pour ce groupe de
patients et particulierement a Abobo, une sérotheque est constitué depuis 2010 a la formation
sanitaire Anoukoua-kouté (FSUCOM Anonkoua-Kouté) en collaboration avec 1’Unité de
Paludologie/ Institut Pasteur Cote d’Ivoire (IPCI) pour des études longitudinales. Prés de 200

sérums ont été collectés entre 2010 et 2013.

111.1.2. Porteurs asymptomatiques et contréles endémiques
L’une des formes cliniques intéressante pour comprendre les facteurs liés a la protection du
paludisme est le portage asymptomatique. Ici, les individus asymptomatiques ont été des écoliers
agés de 6 a 13 ans fréquentant les écoles primaires d’ Anonkoua-Kouté (EPP Anonkoua-Kouté | et

I1), ayant une température axillaire inférieure a 37,5 °C ne présentant aucun signes évocateurs, ni de
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symptomes d’aucune forme de paludisme. Ils ont été selectionnés lors de I’enquéte menée par
I’UPAL sur 207 écoliers de I’EPP Anonkoua-Kouté I et II avec 1’appui de ’autorité villageoise.
L’analyse parasitologique a été confirmée par une goutte épaisse positive chez 47 enfants qui ont
été retenus comme individus asymptomatiques dans le cadre cette étude. Par ailleurs, 38 enfants
avec une goutte épaisse négative ont été tirés au sort et ont servi de contrdles (EC). Aucune prise
antérieure d’antipaludique (2 semaines avant) n’a été signalée au cours de 1’enquéte chez ces

écoliers.

I11.2. Prélevements sanguins et évaluation de la parasitémie
Le sang veineux de chaque participant a été recueilli dans un tube EDTA a I’aide d’un

vacutainer stérile au jour d’admission (Jo, avant le traitement). La numération formule sanguine
(NFS) a été réalisée pour chaque participant de 1’étude. Le sérum et plasma ont été obtenus apres
centrifugation a 3000 trs/min pendant 5 minutes, puis des aliquots constitués et conservés a -80°C
jusqu’a I’utilisation pour les dosages immunologiques.

Les patients ont bénéficié d’une goutte épaisse et d’un frottis sanguin a Jo, puis a des intervalles de
24h durant les jours d’hospitalisation. La goutte épaisse et le frottis sanguin ont été préparés au
GIEMSA dilué au 1/10°™. La lecture s’est faite au microscope optique a I’objectif X100 avec de
I’huile a immersion afin de déterminer la densité parasitaire et I’espéce plasmodiale. La densité
parasitaire a été estimée en comptant le nombre de parasites asexués pour 200 champs

microscopiques en rapport avec le taux de leucocyte mesuré a I’hémogramme pour chaque patient.

I11.3. Considérations éthiques
Le recrutement des patients a été conduit selon les dispositions de la déclaration d’Helsinki et

les dispositions légales et reglementaires de la Cote d’Ivoire en la matiére. Le protocole d’étude a
été approuvé par le Comité National d’Ethique de la Recherche (CNER) a sa session du 14 Aot
2013 (N°56/MSLS/CNER-dkn). L’inspection d’enseignement primaire d’Abobo et la chefferie
traditionnelle du village ont également donné leur accord pour le déroulement de cette étude dans
leur localité. Un consentement éclairé a été requis pour chaque participant et / ou des parents ou
tuteurs Iégaux des enfants. Le formulaire de consentement a été signé par ces derniers avant toute

inclusion a 1’étude.

I11.4. Dosages immunologiques
Les dosages immunologiques se sont déroulés sur deux sites, avec les plateformes de sérologie

multiplex et d’immunoblot, respectivement a I’Institut Pasteur de Dakar (IPD) et au Centre

d’Immunité et d’Infection de Lille (CIIL). Ces deux structures d’accueil partage un partenariat
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scientifique avec I’Unité de Paludologie (IPCI) et le laboratoire de Pharmacodynamie-Biochimique
(UFHB).

111.4.1. Dosages immunologiques sur la plateforme de Dakar
Les réponses immunes spécifiques IgG antiparasitaires ont été déterminées a 1’aide du systéme
multiplex magpix. 1l a été réalisé en parallele la technique ELISA pour évaluer la réponse anticorps

globale sur la souche parasitaire de référence 07/03.

111.4.1.1 Culture parasitaire et préparation des extraits parasitaires de la
souche de référence africaine 07/03

a) Culture parasitaire :

Les parasites sont conservés a -180°C dans de 1’azote liquide. Ils sont maintenus in vitro, en
culture continue dans des globules rouges O+ (GR+) lavés 3 fois avec du RPMI 1640. Les étapes
suivantes sont réalisees:

e La décongélation qui consiste d’abord a maintenir la souche de parasite a 37°C dans le bain
marie pendant 2 minutes, ensuite a ajouter goutte a goutte, 0,1 volume de NaCl 12 % dans le
tube contenant la souche tout en I’homogénéisant, et enfin a y rajouter aprés 5 min d’attente,
10 volumes de NaCl 1,6 % de la méme maniére que précédemment. La suspension
parasitaire est centrifugée a 1500 tours/min pendant 5 min, puis lavée avec du RPMI 1640
avant d’étre centrifugée a nouveau a 1500 tours/min pendant 10 min. Apres avoir séparé les
parasites du surnageant, ces derniers sont mis dans le milieu de culture avec un hématocrite
a 5%, puis incubés a 37°C dans une étuve a CO,, en respectant toutes les proportions de gaz
requises (5% de CO2).

e Le suivi des parasites se fait sur frottis mince fixé au méthanol, puis coloré au Giemsa (dilué
a 1/10° dans du PBS 1X) avant lecture au microscope photonique a I’immersion (objectif
100x). Le milieu de culture est renouvelé tous les jours pendant le suivi. Il est possible
d’obtenir en quelques jours, une parasitémie (€levee) jusqu’a 10 %. On peut également
synchroniser la culture en utilisant du D-sorbitol (5 g de D-sorbitol dans 100 mL d’eau) ou
du Percol afin d’extraire le parasite sous une seule forme comme les mérozoites, les

schizontes etc.

b) Préparation des extraits de schizontes :

Elle se fait a partir de culture synchrone au stade schizontes. Le culot de culture est lavée
avec du PBS 1X, puis centrifugée a 1500 tours/min pendant 5 a 10 min. les schizontes sont
récupérées sous forme de culot au fond des tubes. Une calibration nécessaire est réalisée pour

déterminer la concentration optimale des extraits antigéniques pour sensibiliser les plaques
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d’ELISA. D’apres les résultats de ce calibrage, 1/1200i¢me est retenu comme la dilution

optimale de I’extrait antigénique 07/03.

111.4.1.2. Test immuno-enzymatique ELISA

a) Principe

Le test ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est une technique de dosage immuno-
enzymatique, principalement utilisée pour détecter et/ou doser la présence d’anticorps ou
d’antigénes dans un échantillon. Au cours de cette étude, le test d’ELISA indirect a été utilise.
L’antigéne est fixé sur une plaque (96 puits), puis les anticorps de 1’échantillon d’étude vont se
fixer spécifiquement sur I’antigéne, pendant la période d’incubation. Ensuite, 1’ajout de 1’anti-
immunoglobuline (anticorps de détection) couplée a une enzyme (peroxydase) permet la
transformation du substrat chromogéne en produit coloré dont I’intensité, mesurée en densité
optique (DO), est proportionnelle a la quantité d’anticorps détectés (Figure 14).

Le test est réalisé avec des plaques MAXISORP® sur lesquelles sont notés le type
d’antigéne, I’immunoglobuline recherchée, le numéro de la plaque et la date de la manipulation. Sur
chaque plaque, on utilise systématiqguement les sérums d’individus naifs comme témoins négatifs, le
sérum hyper immun (SHI) comme témoin positif et le blanc (tampon de dilution seulement) comme
contrdle négatif. La réalisation du test passe par plusieurs étapes successives et tous les sérums sont
testés en duplicata (c-a-d 2 puits par sérum) :
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Adsorption ou « Coating » des plaques : les antigénes sont d’abord dilués (5ug/mL) dans le tampon

de dilution des antigénes puis, 100 uL sont déposés dans chaque puits. Les plaques sont ensuite
couvertes avec des papiers adhésifs transparents et gardées a +4°C pendant une nuit pour permettre
aux antigenes de se fixer au fond des puits.

Lavage des plaques : apres avoir sorti les plaques du réfrigérateur, elles sont lavées (4 fois) pour

¢liminer 1’excés d’antigénes avec 250uLdu tampon de lavage (PBS-Tween 20). Les puits remplis
avec du tampon de lavage sont vidés par retournement des plaques, puis séchés en les tapotant sur
du papier absorbant.

Saturation des plagues : pendant cette étape, 200 uL de tampon de saturation (PBS BSA 1 %) sont

ajoutés dans chaque puits avant d’incuber les plaques a 37°C pendant 1 heure. Les puits sont ensuite

vidés avant incubation des sérums.

Incubation des sérums : dans chaque puits, sont versés 100 pL de sérum dilué au 1/100° dans
PBS1X 0,05tween20 BSA 1%, en duplicata.

Incubation du conjugué (anti-immunoglobuline G couplée a la peroxydase) : aprés 6 lavages, 100
uL de conjugué dilué au 1/7000° dans le tampon de dilution (PBS1X 0,05tween20 BSA 1%) sont
distribués dans chaque puits. Les plagues sont recouvertes a nouveau, et incubées a 37°C pendant
1h.

Révélation : aprés 6 lavages, 100 uL de substrat ou réactif de révélation TMB, préparé

extemporanément par mélange de volume égal des flacons A et B du kit de révélation sont
additionnés dans chaque puits. Les plaques sont ensuite laissées 5 min dans 1’obscurité, a
température ambiante avant que la réaction ne soit stoppée par ajout de 50 uL de H,SO, (4N) dans
chaque puits. Il apparait ainsi une coloration jaune dans les puits, dont I’intensité est proportionnelle

a la quantité d’anticorps détectés.

b) Lecture et analyse des résultats
L’absorbance (DO) est mesurée entre 450 et 620 nm grace a un lecteur de plaque ELISA et les
résultats sont exprimes en ratio de DO (rDO) selon la formule suivante :

rDO = (Moyenne DO sérum) / (Moyenne DO sérums naifs).(Perraut et al., 2002).

c) Standardisation

Elles ont été faites selon les protocoles precédemment publiés pour les ELISA IgG et sous
classes d’IgG. (Perraut et al., 2002; 2003; Diop et al., 2014). Tous les sérums sont testés en
duplicata. Les valeurs sont exprimées en ratio de DO permettant d’homogénéiser les résultats et de
limiter les variations intra et inter-analyses. Les individus négatifs correspondent a ceux dont la
valeur moyenne de DO est en dessous de la moyenne des DO des contrbles négatifs (2 & 4 par

plaques, pool SAB) + 3 SD,. Les duplicata avec un écart de 20% sont invalidés et re-testés.
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L’homogénéité des réponses inter plaques est validee par 2 contréles positifs un pool de sérum
hyperimmuns (pool ABJ+) et un pool d’IgG immunes (Pool IgMH, don du Pr Marcel Hommel), la
variation ne doit pas dépasser 15% pour validation.. Il est a noter que la procédure de
standardisation inclut également une répartition programmee des €chantillons afin qu’un méme type
de prélévement ne se retrouve pas uniquement sur la méme plaque (exemple les échantillons d’un

méme villages ou ceux a un méme moment de suivi longitudinal).

111.4.1.3. Dosage sérologique multi-antigéniques par
“multiplexage’’

Pour mesurer la dynamique des réponses anticorps contre les divers stades parasitaires, il est
nécessaire d’explorer le profil des réponses anticorps contre un panel d’antigenes parasitaires et
d’adopter une méthodologie de multiplexage a I’aide du Magpix®

a) Les Antigéenes spécifiques utilisés au multiplex :

Plusieurs antigénes peuvent étre utilisés dans le systtme multiplex. Onze (11) antigénes sur la
base des analyses de Ambrosino et al., (2010) ont été sélectionnés et validé par 1’équipe de
I’Institut Pasteur de Dakar, (IPD). Ce sont 8 peptides et 3 protéines recombinantes spécifiques de
Plasmodium détaillé dans les tableaux IV et V.

Les peptides sont synthétises et fournis par Genecust, (Allemagne) avec une cystéine N-
Terminal couplé de facon covalente & la BSA (Sérum Albumine Bovine, Sigma, Aldrich). Les
protéines recombinantes MSP1, MSP4 et PFEM1-13 ont été produites par 1’Unité d’Immunologie
(IPP). L’ensemble des antigenes inclus ont permis de suivre les variations des réponses contre tous
les stades parasitaires de P. faciparum (espéce majoritaire en Cote d’Ivoire) et contre I’autre espéce

plasmodiale (P. malariae) ainsi que le peptide salivaire des anophéles femelles.

62



Tableau 11V: Séquences des 8 peptides utilisés dans 1’analyse multiplex

Peptides Séquence N-terminal a C-terminal g /mol Etape du cycle de Espece reférences
vie plasmodiale
LSA1 LAKEKLQEQQSDLEQERLAKEKLQEQQSDLEQERLAKEKEKLQC 5297,97 Phase hepatique P. falciparum (Tangpukdee
et al., 2009),
CSP ANPNANPNANPNANPNVDPNVDPC 2557,67 sporozoite P. falciparum (Greenwood
et al., 2005)
LSA3 VLEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVC 3230,53 Phase hepatique P. falciparum
SALSA1 SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESAC 3123,24 Sporozoite et phase
hepatique
GLURP EDKNEKGQHEIVEVEEILC 224147 trophozoite
PmCSP GNAAGNAAGNDAGNAAGNAAGNAAGNAAGNAAC sporozoite P. malariae (Ambrosino
et al., 2010)
AMAL YKDEIKKEIERESKRIKLNDNDDEGNKKIIAP RIFISDDKDSLKC 1986,9 trophozoite P. falciparum
9SG6-P1 EKVWVDRDNVYCGHLDCTRVATFC 2830,22 Protéine salivaire An. Gambiae
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Tableau V: Protéines recombinantes utilisées dans 1’analyse multiplex (Ambrosino et al., 2010)

Protéines Etape du cycle de vie Espece plasmodiale
recombinantes

MSP1p19 mérozoite P. falciparum
MSP4p20 mérozoite P. falciparum
PF13 Merozoite P. falciparum

(sequestration
endotheliale)
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a) quantification des Immunoglobulines G par la technique sérologique multiplex Magpix

L’ensemble des antigénes ci-dessus cités a été couplé a des billes magnétiques fluorescentes
comme décrit par Ambrosino (2010) (Ambrosino et al., 2010) et selon les instructions du fabricant
du kit (ref 40-50016, Luminex corp, Austin, USA) (Anonyme, 2011; 2012). Ce dosage multi-
antigénique suit les mémes étapes que celle de ’ELISA classique. L’opération de dosage a été
effectuée dans une piéce faiblement éclairée. Le mélange de billes réalisé apres couplage (annexe
1) a éte conservé dans un flacon opaque, et un aliquot de 2,5 pL contenant 3000 billes par Ag a été
distribué dans les puits d’une plaque opaque de microtitrage a fond rond en polystyréne blanc
(Ref.103977741, Fisher Scientific, lllkirch, Allemagne). Un volume de 100 pL de plasma dilué au
1/100 dans du PBS Tween 0,01 % de BSA 1 % (PBSB) a été ajouté dans les puits en duplicata, puis
mélangé et incubé avec les billes a 1’abri de la lumiére sur un agitateur de microplaque (IKA®MTS,
Wilmington, NC) a 350 tours par minute pendant 45 min. Le plasma est ensuite retiré par deux
étapes de lavage avec 100 uL de PBSB. Lors du processus de lavage, les billes sont maintenues en
culot au fond de la plaque grace a un support aimanté. L’anticorps secondaire phycoérythrine-
anticorps anti-humain dilué a 1/500 (chaine gamma spécifique, F (ab’) 2 fragment-R-
phycoérythrine (Sigma, P-8047 St. Louis, MO) dans PBSB a été ajouté a chaque puits et I’ensemble
incubé a I’obscurité sous agitation a 350 tours par minute pendant 45 min. Aprés deux lavages avec
100 pL de PBSB par puits, les billes ont été ensuite remises en suspension dans 120 puL de PBSB et
analysé dans un systeme Multiplex MAGPIX (Millipore, USA) en utilisant le logiciel XPONENT
4.1 pour la detection des réponses d’anticorps (Figure 14). Les résultats ont été exprimés en
intensité médiane de fluorescence (MFI).

b) Standardisation

Les méme critéres uilisés pour I’ELISA ont été appliqués et validés pour la technique multiplex
Magpix. Les individus non répondeurs sont ceux dont le signal MFI est < moyenne MFI contréles
négatifs + 3 SD. Les duplicatas non valides sont repris et la comparabilité inter-plaque est validée

selon les mémes critéres avec les controles positifs.

Il est a noter que dans le cas particulier des analyses multiplex, une baisse progressive des niveaux
de mesure peut étre observée en fonction du temps selon les lots de billes (baisse général des
signaux MFI). Afin d’éviter un tel biais, les analyses sont regroupées sur un intervalle de temps
maximum de 15 jours aprés la fin du couplage des antigenes sur les billes. Chaque plaque
permettant de traiter 40 sérums, 4 a 6 plaques peuvent étre analysées quotidiennement et de maniere
continue soit autour de 200-300 sérums par jour. Les lots de billes sont prévus pour une utilisation
compléte sur une dizaine de jours maximum. Les tests pour les 300 sérums dans ce travail ont été
réalisés sur 3 jours, y compris la reprise des duplicatas invalides, ce qui limite trés fortement une

dérive potentielle des niveaux de mesure.
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111.4.2. Dosages immunologiques sur la plateforme du CIIL
Les réponses anticorps IgG et IgM ont été mesurées respectivement en ELISA avec des
systémes biotinylés de détection d’anticorps et en immunoblot semi-quantitatif dénommé « panama
blot ».

111.4.2.1. Technique ELISA avec systeme biotinylé

a) Dosage des Immunoglobulines G et M totales :

Les concentrations des Immunoglobulines G et M (IgG, IgM) totales sont déterminées a
partir des sérums des patients par la méthode ELISA. Des plaques de 96 puits a fond plat
(Maxisorp) ont été sensibilisées toute la nuit a 4°C avec 100 pL d’anticorps monoclonal anti-IgG ou
anti-lgM (Sigma Aldrich, Allemagne), puis saturées avec du PBS contenant 1 % de gélatine et 0,1
% de Tween 20 pendant 1 heure a 37°C. Aprés lavage en PBS-Tween 0,1 %, 100 pyL de sérum de
patient ont été deposés en duplicata, puis incubés pendant 1 heure a 37°C. La péroxidase anti-IgM
humaine a été ensuite ajoutée pendant 30 minutes apres une étape de lavage. Pour la recherche des
IgG une étape de biotine (dilué 1/2000) de 1 heure d’incubation a été réalisée, suivie de 1’ajout de
son conjugué, la streptavidine-péroxydase (dilué au 1/20000). Le développement colorimétrique a
¢té réalis¢é par ajout d’ABTS (2,2’-azino-bis (3 d’acide éthylbenzthiazoline 6-sulfonique)
diammonium ; Sigma, St Louis, MO, USA). L’absorbance (DO) a été mesurée a 405 nm. Les
concentrations d’immunoglobulines sériques de chaque individu ont €té calculées a partir d’une

gamme d’étalon d’IgG et d’IgM (Sigma Aldrich, Allemagne) rajoutée a chaque plaque.

b) Quantification des IgG et sous-classe (IgG1, 1gG2, 1gG3 et 1gG4) anti-parasitaire 3D7
et anti-protéines extrait de cerveau :
e Quantification des IgG antiparasitaire :
L’extrait 3D7 a été fourni par I’équipe du Dr Khalife du Centre d’Infection et d’ Immunité de
Lille (CIIL) avec une concentration protéique de 2,2 mg/mL déterminée par le kit de quantification
protéique BC assay (Interchim, France).
Les niveaux d’anticorps sériques (IgG totales et des sous-classes) dirigés contre les antigenes du
parasite et I’extrait de cerveau ont été mesurés en utilisant la technique de dosage immuno-
enzymatique (ELISA) comme décrit precédemment (Garraud et al., 2003; Perraut et al., 2002).
Les plaques (Marxisorp) ont été sensibilisées par 1’extrait antigénique a 1 ug/mL, puis incubées
pendant une nuit a 4 °C. Les plaques ont été saturées pendant deux heures avec de la gélatine 1 %
dans du tampon PBS-Tween20 0,1 %. Les échantillons de plasma ont été dilués dans du tampon
(PBS + 1% de gelatine), 1/ 100 pour les IgG ; 1/50 pour les sous-classes (IgG1-4). Chaque
échantillon a été ajouté en double sur la plaque ELISA, puis incubé pendant une heure a 37 °C.
Apres lavage, les anticorps IgG ont été détectés avec des anticorps de souris anti-lgG humaine-

biotinylé (1/2000) (BD Pharmingen, Europe). Les sous-classes d’IgG ont été analysées avec les
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anticorps monoclonaux de souris biotinylés spécifiques conjugués a la sous-classe anti-humain tel
que :anti-humain de souris IgG1 a 1 / 4000 (SB 59052-08, Bedfordshire, UK), de I’anti-humain de
souris 1gG2 a 1/3000 (555874, BD, Allemagne), I’anti-humain de souris IgG3 a 1 / 4000 (59210-
08, Sigma, St. Louis, USA) et I’anti-humain de souris 1gG4 a 1/3000 (BD 555884, USA). Le
substrat streptavidine-péroxidase (GE Healthcare, UK) conjugué de la biotine a été ajouté a la
dilution de 1/20000. Le développement colorimétrique est obtenu par I’ABTS (2,2’-azino-bis 3
d’acide éthylbenzthiazoline 6-sulfonique) diammonium ; (Sigma, St Louis, MO, USA).
L’absorbance a été lue a 405 nm en utilisant un lecteur de microplagues VmaxTM cinétique
(Molecular Devices, Menlo Park, Etats-Unis).
e Quantification des 1gG total anti-protéines extrait de cerveau :

La mesure des anticorps dirigés contre les protéines de 1’extrait de cerveau s’est faite de la
méme maniére que celle de la mesure antiparasitaire. Les échantillons de serum ont été dilués
differemment : 1/50 pour la détection IgG et 1/25 pour les sous-classes (IgG1l, 1gG2, 1gG3, et
1gG4).

111.4.2.2. Quantification et standardisation des immuno-réactivités
contre les antigenes cérébraux : la méthode « Panama-Blot »

a) Electrophorese et transfert des protéines (antigénes)

Une quantité de 245 pg d’extrait de protéines cérébrales (Novus®) déposée sur gel a été séparé
par SDS-PAGE sur gel de polyacrylamide a 10 %. La migration des gels est faite pendant 15 min a
50 volts puis a 100 volts dans le gel de migration pendant 1 heure. Les protéines séparées par
électrophorese ont été transférés sur membranes de nitrocellulose (Schleicher et Schnell, Dassel,
Allemagne) par électrotransfert a 25 volts, constant pendant 1 heure. Les membranes ont été
bloquées avec du PBS contenant 0,2 % de tween 20 (PBST) pendant toute la nuit.

b) Incubation des plasmas et révélation des réactivités des 1gG

Les membranes sont incubées avec les plasmas des patients (en condition ajustée 1mg/mL
d’IgG total) pendant 4 heures a la température ambiante a 1’aide de systéme de cassette miniblot
(Immunonetics, Cambridge, MA). Le systéme de cassette miniblot contient 28 canaux d’incubation
permettant d’incuber simultanément 20 échantillons et 2 standards (pools de sérums individus
infectés). Aprés lavage dans le PBS-TWEEN 20 (PBST), les membranes ont été incubées pendant
90 minutes a température ambiante avec des anticorps secondaires anti-lgG couplés a la
phosphatase alcaline (Sigma-Aldrich). Apres lavage, les anticorps fixés (immunoréactifs) ont été
révelés avec du NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) dans du
tampon Tris contenant du NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM, pH 9,5 (Promega, madison, WI). Les poids
moléculaires des protéines du cerveau ont été déterminé aprés électrophorese sur gel a 8%

d’acrylamide par comparaison avec un marqueur de poids moléculaire « précision plus protein
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Standards » (Bio-Rad, Richmond, CA). Ce standard contient 10 protéines recombinantes purifiées
de poids moléculaires compris entre 10 et 250 kDa.

c) ldentification et caractérisation des protéines du cerveau cible des anticorps

Le programme d’analyse statistique associ¢ a I’immunoblot permet de répertorier les sections
(bandes correspondant a la réactivité des immunoglobulines G sur les antigénes du cerveau). Les
sections sur lesquels I’intensité des réactivités des IgG est significativement importante entre les
groupes d’individus a été ciblées et analysées. Ainsi, les lysats de cerveau humain commercial
NOVUS® ont été déposés sur gel & 8 % d’acrylamide. Aprés électrophorése le gel est decoupé en
deux parties égales, 1’une est colorée au bleu de coomassie et I’autre partie est transferée sur une
membrane de nitrocelulose sur laquelle seront incubés les sérums d’individus asymptomatiques et
de malades. Ensuite, le gel coloré au bleu de coomassie est superposé a la membrane pour localiser
la bande d’intérét determinée suite aux analyses statistiques ( logiciel IGOR).

L’identification des protéines contenues dans la bande d’intérét a été effectuée par analyse
nanoL.C-Orbitrap ms/ms.Les données spectrales sont ensuite interprétées par le moteur de recherche
Mascot (version 2.4.0, Matrix Science, London, UK). L’analyse protéomique a ¢été réalisée sur la
plateforme technologique Protéomique et Peptides Modifiés (P3M) du Centre d’infection et
d’immunité de Lille (CIIL). Les protéines majoritaires ont été selectionnées en tenant compte de
I’abondance de spectres dans la bande d’intérét et du poids moléculaire attendu (Figure 15).

d) Standardisation

Toutes les membranes de nitrocellulose sont découpées a la méme dimension. Sur chaque
membrane sont deposés a la méme position un standard (pool de serum) en duplicata et un
marqueur de poids moléculaire. Une programmation d’analyse est faite de telle sorte que se
retrouvent sur chaque membrane, les individus de chaque groupe étudié. Aprés coloration des
membranes au protogold, les serums du puits dans lequel il n’y a pas eu transfert de protéines
(extrait de cerveau) sont ré-testés. Pour la normalisation des membranes entre elles, on choisit une
membrane qui servira de membrane de référence, celle qui présente les plus "belles” réactivitées
(bandes), avec le moins d'artéfacts possible et une bonne coloration des protéines totales. Les autres
membranes seront normalisées sur cette membrane de référence par l'application d'un facteur
correctif. Par exemple, si une membrane a moins de protéines transférées, alors les réactivités
(patients et standard) seront forcément plus faibles. Pour pallier a cette perte d'information, le
logiciel appliquera ce fameux facteur correctif pour mettre au méme niveau les deux standards des
deux membranes et par voie de conséquence rehausser les réactivités du patient concerné. Le
facteur correctif est différent pour chaque membrane. Les bande de reactivités sont definies en

sections (S0, S1, S2...) en tenant compte des pics électrophorétiques du standard.
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Figure 15: Stratégie "panamablot™ avec dispositif casette miniblot, menbrane de
nitrocellulose, pics électrophorétiques apres analyse par le logiciel IGOR
(Wavemetrics, lake Oswego, OR)

a ) systeme incubation serums

b) bandes de reactivités immunologiques

c) electrophoregramme

d) sections définies a partir des pics de réactivité du standard
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I11.5. Analyses statistiques

111.5.1. Données sur le multiplex-magpix
Les quantités d’anticorps déterminés avec le multiplex et le pourcentage de répondeurs dans les
différents groupes ont été comparés en utilisant respectivement le test de Mann-Whitney et le test
exact de Fisher. La recherche de corrélation a été faite par le test des rangs de Spearman. Pour les
comparaisons multiples associées, la correction de Bonferroni a été appliquée. Les analyses
statistiques ont été effectuées a I’aide du logiciel Statview 5.0 (SAS Institute Inc. 2011. Base SAS
® 9.3 Procédures Guide. Cary, NC : SAS Institute Inc.)

111.5.2. Données sur I’'immunoblot semi-quantitatif « panama blot »

La méthode utilisée est celle de I’analyse statistique multivariée utilisant le logiciel IGOR
(Wavemetrics, Lake Oswego, OR) qui a permis de développer une procédure spéciale (annexe 2)
pour I’analyse statistique basée sur I’analyse en composantes principales (ACP) elle-méme basée
sur le calcul de co-variance multiparamétrique. L’ACP donne une image globale de la réponse
immune contre 1’extrait antigénique utilisé. La méthode « Panama blot » regroupe les expériences
d’immunoblots, le traitement des données et programme d’analyse statistique. Les facteurs
d’analyse en composante principale (ACP) sont classés selon la proportion de I’information qu’ils
contiennent sur la réactivité totale. Ainsi, le facteurl (ACP) est la représentation en une dimension
du vecteur contenant la proportion la plus élevée de la variance totale, et le facteur 2, le second
vecteur en une dimension de proportion inférieure, ainsi de suite. Chaque facteur est une
combinaison linéaire de variables initiales (il s’agit ici dans notre cas de bandes de réactivité). Le
facteur-1 représente le meilleur choix lorsqu'on veut avoir une idée globale des variables étudiées
(ici, les autoréactivités). Pour la comparaison quantitative des facteurs entre groupes de patients, le
test de Mann-Whitney a été utilisé, et pour comparer plus de deux groupes, le test de Kruskal-
Wallis. Les associations qualitatives ont ét¢ analysées par le test de Person’s chi’. Les corrélations
ont été déterminées respectivement par régression linéaire, et le test de rang Spearman. Les tests

statistiques ont été considérés significatifs pour une valeur de p < 0,05.
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Les résultats sont présentés en deux parties successives :
Premiérement les résultats genérés par I’utilisation de I’outil sérologique multiplex-magpix dans le
suivi de I’infection palustre, puis deuxiément ceux résultant de I’implication de 1’auto-réactivité

dans la transmission et la protection du paludisme en Coéte d’Ivoire.

I. Sérologie multiplex et suivi de I’infection palustre en Cote d’Ivoire
Dans ce chapitre sont présentés successivement les résultats de 1’analyse des réponses Ac anti-

Plasmodium sur trois sites sentinelles du PNLP avec des caractéristiques épidémiologiques
distinctes, suivi de 1’étude de I’impact du changement épidémiologique du paludisme sur ces

réponses immunes humorales par une approche longitudinale.

I.1. Analyse du profil d’anticorps au cours du paludisme symptomatique sur trois sites
sentinelles de surveillance du paludisme en Cote d’Ivoire.

L’objectif est d’évaluer le profil des réponses spécifiques Ac antiparasitaires chez les patients
symptomatiques consultant pour un accés clinique confirmé dans les sites ou les écosystemes et les
niveaux de transmission sont différents. L’analyse a été réalisée en sérologie multiplex-Magpix sur
plus d’une dizaine d’antigénes de Plasmodium et le peptide salivaire de 1’anophéle (gSG6-P1) avec

en parall¢le I’antigéne total du parasite (AgT) de la souche 07/03 déterminé a I’Elisa.

1.1.1. Caractéristiques de I’échantillon d’étude

Le tableau VII résume les données générales des groupes étudiés. Ici, la cohorte est composée
de 94 personnes souffrant d’un accés palustre simple et répartie sur les trois sites Abobo, Korhogo
et Man. L’age médian varie entre 9,5 et 10,5 ans sans montrer de différence significative entre les
sites. Par contre, 1’analyse de la densité parasitaire a montré des variations statistiquement
significatives entre les sites étudiés (p < 0,05). L’utilisation déclarée de moustiquaire imprégnée
(MILDA) est en proportion supérieure a Abobo par rapport aux deux autres sites. La prévalence
clinique du paludisme enregistrée en 2013 est au-dessus de la moyenne nationale pour Korhogo et
Man respectivement 147 et 185 cas pour 1000 habitants.
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Tableau VI: Données générales du sous-groupe d’étude

Abobo Korhogo Man
Situation geographique Zone Sud Zone nord Ouest forestier
Effectif des patients 31 32 31
Nbre patients (<5ans) 3 7 10
Age : médiane ; moy 9,5;14[2-54] 10,5;19,6 [1-70] 10 ;13,9 [1-59]
[min ; max]
Moyenne densité 103 706 28 474 52 336

parasitaire (Tpz/uL)

[min ; max]
(trophozoites par pl)*

Hémoglobine : moyenne
[min ; max] - G/L

Plaquettes : moyenne
[min ; max] -
10*/microL*

Durée de la
transmission

Utilisation individuelle
de MILDA!

Prévalence clinique du
paludisme

% incidence du
paludisme /moyenne
nationale?

% de patients ayant
clairance parasitaire
>24h

[3480-174000]

10.9 [8,1-12,9]

141 [32-309]

Toute 1’année

27 %

59 %o

56,2 %

90 %

[2030-92800]

10.7 [6,3-16,1]

188 [37-530]

6-8 mois

10 %

147 %o

140 %

13 %

[2470-120000]

9.2 [6,0-12,5]

189 [26-536]

8-12 mois

20 %

185 %o

176 %

32%

! MILDA : moustiquaire imprégnée d’insecticide a longue durée d’action

2 Incidence au plan national en 2013 de la morbidité du paludisme en Cote d’lvoire a été de 105 %o
Le test de Kruskal wallis a été appliqué pour la comparaison des moyennes ; [’astérix indique que
la différence de moyenne pour ce parametre est significative entre les sites étudiés (p < 0,05)
Prévalence clinique = taux de morbidité (source DIPE-MSHP, 2014)
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1.1.2. Comparaison de la Prévalence des réponses anticorps speécifiques anti-
Plasmodium (1gG) entre les différents sites étudiés

La proportion de répondeurs sur les dix antigenes de Plasmodium et I’antigéne salivaire gSG6-
P1, est déterminee sur les sites étudiés et présentée dans le Tableau VIII. Les niveaux de
prévalence des réponses Ac sont tres variables, allant de 3 % (IgG contre le peptide salivaire gSG6-
P1) a 97 % (1gG contre la protéine recombinante MSP4p20). Pour chaque site sentinelle, le niveau
moyen global de répondeurs est croissant entre les sites allant de 37 % a Man, 42 % a Abobo et 66
% & Korhogo.

Comme indiqué dans le Tableau VIII, les comparaisons statistiques des prévalences de
réponses IgG relatives contre chaque antigéne n’ont pas montré de différences significatives entre
Man et Abobo, sauf pour I’antigéne parasitaire LSA1-41. A Korhogo, la prévalence des réponses
d’Ac spécifiques a été significativement plus élevée que celles des deux autres sites pour les
marqueurs parasitaires CSP, LSA1-41, SALSA, AMA1, MSP4p20, et P. malariae CSP. La réponse
contre LSA1-41 a été la seule qui différencie les 3 sites sentinelles en terme de répondeurs. La
prévalence de répondeurs mesurée chez les individus contre I’antigéne PFEMP-1_13 (PF13) a été
significativement inférieure a Abobo (45 %) par rapport aux deux autres zones d’études (71 % et 91

% respectivement a Man et Korhogo).

1.1.3. Détermination des taux d’Ac spécifiques anti-Plasmodium dans les trois
sites

Les niveaux de réponses d'Ac sont présentés dans le tableau VIII, elles sont traduites en
valeurs moyennes de I’Intensité de Fluorescence (MFI) pour les réponses anticorps détectées au
multiplex, et en ratio de densité optique (DO) pour la réponse contre I’extrait total parasitaire. La
comparaison des niveaux de réponses d'anticorps est illustrée sur la Figure 16 pour tous les
antigenes étudiés et I'extrait total de parasite 07/03 (Figure 16 a, b, c).

Comme montré sur la figure 16, les niveaux de réponses contre les cibles Ag ont été tres
significativement supérieurs a Korhogo, ou les patients intérrogés, temoignent d’une faible
utilisation des moustiquaires imprégnées ( tableau V1I) que dans les deux autres sites, notamment a
Abobo ou la prévalence clinique du paludisme est de 2,5 fois plus élevée. la différence de niveau de
réponse calculée est trés significative et élevée & Korhogo (p < 10°%). La comparaison des réponses
spécifiques aux marqueurs antigéniques a Abobo versus Man, n’a pas montré de différence
significative, sauf pour I’antigéene PF13 (P = 0,04). De méme, la densité parasitaire (moyenne)

calculée a montré une tres nette différence significative entre les sites étudiés.
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Tableau VI1: Prévalence des réponses 1gG des patients sur les sites étudiés

) Abobo Korhogo Man
Réponse Ac contre

IgG (rDO/MFI)’ % p IgG (rDO/MFI) % p° IgG (rDO/MFI) % p°
Scz_Ag° 4.1[1-7.3] 84 NS® 3.9 [1- 10.4] 81 NS 3.6 [1-11] 68 NS
CsP 110 [16- 920] 26 <1073 602 [26- 2 834] 75 <103 133 [21- 2 139] 13 NS
LSA1 41 376 [22- 1 475] 61 0.04 1112 [31-8 171] 84 <10°® 188 [27- 1 774] 32 0.03
LSA3 70 [16- 676] 10 NS 143 [40- 1 035] 31 NS 79 [19- 637] 10 NS
SALSA 112 [18- 886] 19 <10°® 785 [26- 7 656] 59 <0.004 74 [22-376] 23 NS
AMA1 145 [21- 814] 39 <10°® 713 [47-3337] 84 <10°® 142 [37- 747] 35 NS
GLURP 403 [20- 2 006] 45 NS 1485 [38- 7 701] 50 NS 344 [29- 1 440] 35 NS
MSP1p19 1031 [34- 2 834] 81 NS 2203 [77-9 058] 88 NS 946 [42-3 305] 68 NS
MSP4p20 817 [22- 4 231] 77 <0.03  3125[90- 10 674] 97 0.013 831 [49- 2 455] 74 NS
PF13 351 [21- 3 820] 45 <10° 1887 [67-10 036] 91 NS 402 [33- 1 601] 71 NS
CSP P. malariae 60 [24-370] 10 <0.016 232 [33-3202] 38 <0.005 47 [25-267] 6 NS
gSG6 A gambiae 66 [18- 219] 6 NS 126 [25-452] 16 NS 83 [25- 744] 3 NS

P pvalue de la séroprévalence par le test exact de Fisher

a = Abobo vs Korhogo, b = Korhogo vs Man, ¢ = Man vs Abobo, d = NS non significatif, e = ELISA, mesure des réponses d'anticorps contre I'extrait de schizonte exprimé en ratio

de OD, f moyenne [minimum-maximum] des réponses d'anticorps exprimées par le ratio de DO (schizonte extrait) et MFI
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Figure 16: Analyse des réponses humorales (multiplex magpix et Ag total de la souche 07/03) et
parasitémie a l'inclusion chez 94 patients consultant dans 3 sites sentinelles de la
Cote d'lvoire

Les réponses anticorps mesurées au multiplex sont présentées par des boites & moustache avec les medianes exprimées
en (MFI) pour les trois sites, a savoir, Abobo (gris clair), Korhogo (noir) et Man (gris foncé). Les réponses d'anticorps
aux antigéenes P. falciparum pré-érythrocytaires, P. malariae CSP et peptide salivaire A. gambiae sont présentées dans
la partie (a) et (b). Dans la partie c, des réponses d'anticorps aux antigénes érythrocytaires sont présentés. Les valeures
moyennes de parasitémie et les niveaux de réponses d'anticorps contre l'antigéne de /’extrait de schizonte sont
représentés repectivement dans la partie c et d. les Astérix au-dessus des barres indiquent des différences significatives
dans les niveaux d'anticorps(P < 0,05)

e Auniveau de la boite a moustache la valeur centrale du graphique est la médiane Les bords du rectangle sont
les quartiles (Pour le bord inférieur, un quart des observations ont des valeurs plus petites et trois quart ont
des valeurs plus grandes, le bord supérieur suit le méme raisonnement).
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Le fait intéressant a noter, c’est que la réponse IgG contre I’extrait total de parasite (de la
souche de référence 07/03) n'a pas permis de discriminer de maniére significative I’immunité entre
les sites malgré son fort taux de réponse anticorps a Korhogo, contrairement a I'ensemble des autres
marqueurs parasitaires analysés au multiplex. Il apparait donc qu’avec un sondage limité sur une
trentaine de prélevements par site, ciblé sur du paludisme symptomatique, I’analyse multiplex a
permis de discriminer les niveaux d’immunité et par extrapolation de déterminer le risque relatif de

gravité du paludisme (notamment 1’hyperparasitémie, Figure 16c).

1.1.4. Corrélation entre les réponses anticorps contre les diverses cibles et relation
avec ’age

Les résultats de l'analyse des corrélations entre les réponses d'anticorps contre les différentes
cibles et I'age des individus sont détaillés dans le Tableau I1X.

Une forte corrélation entre les réponses d'anticorps a presque tous les antigénes cibles a été
observée, avec une exception pour 1’extrait parasitaire 07/03 et MSP1p19. La relation réciproque
entre les réponses d'anticorps n'a pas été significative pour I'ensemble extrait de schizonte 07/03 et
I’Ag recombinant MSP1p19.. La corrélation entre I’age et les réponses d'anticorps est significative
pour 7/12 antigenes et cette significativité ne reste que pour antigene GLURP apres correction
Bonferroni (tho = 0,5, p < 10°%).
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Tableau VIIVIII: Corrélation entre les réponses Ac spécifiques des Ag parasitaires et I’dge chez les patients symptomatiques

Antigénes

Inter-relation entre les réponses Ac et avec I'dge des individus dans le paludisme de recrutement clinique

MSP4

schz07/03 0,20

age

0,06 NS

0,21 0,04 NS

Rho

0,32
0,21
0,37

CSP

0,04
<107

Pg*

LSA1

Rho P Pg

Rho

LSA3
P P

GLURP

Rho P Pg

0,48 <107 Ok

0,26 0,01 NS

<102 NS

0,33

0,33 <102 NS

Rho

0,20
0,54
0,77

Salsa
P Ps

0,05 NS
<107 Ok
<107 Ok

0,52 NS

<107 ok

0,37
0,11
0,43

0,29 NS
<107 ok

0,55
0,40
0,24

<10 Ok

<107 Ok
0,02 NS

MSP1

Rho P Pg

NS
NS
NS
NS
NS

0,07
0,22
0,00
0,30
0,25

0,51
0,03
0,99
0,00
0,01

0,14 NS

0,50 <107 Ok

0,33

<102 NS

0,00 0,99 NS

Rho

0,54
0,55
0,42
0,31
0,30

* Probablité significative ou non de la correlation aprés correction de bonferoni prenant en compte toutes les analyses (n=78, P < 0.0006)

PF13
P

<107
<10°®
<107
<1072
<107

Ps

AMA1

Rho P Pg

0,53 <107 Ok

0,46 <107 Ok

0,25 0,02 NS

0,20 0,05 NS

Pm CSP
Rho P Pg

0,31 <102 NS

0,14 0,17 NS

0,29 0,01 NS

Saliv

Rho P Pg

0,15 0,14 NS

0,04 0,73 NS

schz07/03
Rho P Pg

0,30 <10 NS

*Probabilité des coefficients de corrélation aprés correction de Bonferroni pour toutes les combinaisons (n = 78; P <0,0006), OK = différence significative, NS = non significatif

Dans ce tableau a double entrée sont résumés les résultats de I'analyse réciproque de corrélation entre les réponses d'anticorps a tous les antigenes, et entre I'age et les réponses
d'anticorps sur la derniére ligne. La forte relation de corrélation entre les réponses 1gG dirigés contre tous les antigénes a été démontré (55 étaient significatifs sur 66, P < 0,05); il
ne reste important pour 30 sur 66 apres correction de Bonferroni (P < 0,0006). La corrélation entre I'dge et les réponses d'anticorps est significative pour 7/12 antigénes et cette
significativité ne reste que pour antigéne GLURP apreés correction Bonferroni.
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I.1.5. Relation entre les niveaux de réponses IgG antiparasitaires et les critéres
clinico-biologiques des patients

Les réponses IgG antiparasitaires ont été analysées en fonction des divers paramétres tels que la
densité parasitaire, les plaquettes et la clairance parasitaire.

Il n’y a pas eu de corrélation entre la densité parasitaire (log-transformée) observée au
recrutement (Jo) avec les réponses d'anticorps contre tous les antigénes, a 1’exception des réponses
IgG contre les peptides parasitaires LSA3 et PF13 qui ont présenté des corrélations négatives et
respectivement significatives (p <107, rho = -0.35) et (p < 10®, rho = -0,41). La distinction des
densités parasitaires par groupe de densité parasitaire (DP) inférieure ou supérieure a 50.000
trophozoites/uL, a montré que seules les réponses Ac anti-PF13 sont restées significativement plus
faibles (p = 0,01) chez les personnes ayant des niveaux élevés de parasites (environ un tiers de la
cohorte globale). Une relation significative a été trouvée entre la parasitémie et la thrombopénie (P
< 0,001), ainsi la thrombopénie diminue lorsque la parasitémie augmente.

Par ailleurs la relation entre les réponses immunitaires et I'efficacité du traitement a été analysée
en groupe stratifiée par rapport au temps de disparition de la densité parasitaire au cours du suivi
des patients. Deux groupes ont été définis: clairance parasitaire rapide (t < 24 h) et clairance
parasitaire lente (t = 48-72 h). Comme montré sur la Figure 17, la tendance générale est un niveau
d'anticorps plus €levés chez les individus ayant une clairance parasitaire rapide apres traitement.
Dans ce groupe, des niveaux d’anticorps ont été trouveés significativement plus élevés pour 50 %
des marqueurs parasitaires étudiés, a savoir, LSA3, SALSA, AMAL, PF13, MSP4p20 et PmCSP.
La contribution potentielle des réponses d'anticorps dans 1’élimination du parasite post-traitement
semble un résultat intéressant a mentionner ici. Elle semble étre associée a la densité parasitaire
initiale, sachant que le niveau de la parasitémie au moment de l'inclusion est un indicateur partiel
de la vraie biomasse parasitaire. En effet les densités parasitaires faible ont été observées a
Korhogo ainsi que des niveaux élevés d’anticorps qui ont conduit & 90 % de la clairance de 24 h sur
ce site. Cependant, sur I’ensemble de la population d’étude, 22 personnes sur 50 ont également
éliminé les parasites en 24 h, 3 individus pour Abobo et 19 pour Man. Les individus qui ont eu une
clairance parasitaire en 24 h avaient des niveaux de densité parasitaire trés variable (de 2030 a
174000 trophozoites par uL), incluant ceux de Korhogo qui ont montré un niveau moyen de densité
parasitaire d'environ 30000 trophozoites par UL, ce qui n’est pas significativement plus bas que les
deux autres villages (moyenne densité parasitaire d'environ 55000 trophozoites par pL). Comme le
montre le graphique de la figure 18, il y a eu a une clairance parasitaire rapide apres traitement,

chez les individus avec de faible densité parasitaire a I’inclusion JO.
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Figure 17: Analyse des niveaux de réponse immune humorale en fonction des temps de
clairance parasitaire; rapide (< 24 h) et lente (> 24 h) chez I'ensemble des malades
traités par Combinaison Thérapeutique a base d’Artémisinine (CTA)

L "astérix sur les barres a moustache indique une différence de réponse anticorps significative (p < 0,05)

e Lavaleur centrale de la boite @ moustache est la médiane (il existe autant de valeur supérieures
qu'inférieures a cette valeur dans I'échantillon).

e Les bords du rectangle sont les quartiles (Pour le bord inférieur, un quart des observations ont des valeurs
plus petites et trois quart ont des valeurs plus grandes, le bord supérieur suit le méme raisonnement).

e Lesextrémités des moustaches sont calculées en utilisant 1.5 fois I'espace interquartile (la distance entre le
ler et le 3eme quartile)
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Figure 18: La répartition des densités parasitaires entre les individus de clairance rapide (< 24 h)
et lente (> 24 h) au niveau des sites etudiés representé par des barre a moustache a
savoir korhogo (gris foncé) Man et Abobo (gris clair) et I’ensemble des sites (noir)

L _ _ ~ o
boite noire represente la distribution de densité parasitaire a JO des individus qui ont une clairance lente
(>24H).

e Lavaleur centrale e la boite @ moustache est la médiane (il existe autant de valeur supérieures qu'inférieures
a cette valeur dans I'échantillon).

e Les bords du rectangle sont les quartiles (Pour le bord inférieur, un quart des observations ont des valeurs
plus petites et trois quart ont des valeurs plus grandes, le bord supérieur suit le méme raisonnement).

e Les extrémités des moustaches sont calculées en utilisant 1.5 fois I'espace interquartile (la distance entre le
ler et le 3eme quartile)
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I.2. Utilisation du systeme multiplex Magpix pour analyser le suivi longitudinal de
I’impact des changements épidémiologiques a Abobo sur les réponses Ac
antiparasitaires.

Dans la suite des analyses transversales sur les patients symptomatiques, I’utilisation de
sérothéques de patients recrutés lors d’éssais cliniques sur les années 2010, 2012 et 2013 a permis
un suivi longitudinal dans la commune d’abobo. Le but a ét¢ d’identifier une signature sérologique
et/ou une relation éventuelle entre les réponses Ac specifiques avec les changements
épidéemiologiques liés a I’'implémentation avérée des mesures de lutte intégrées dans la zone
d’Abobo.

1.2.1. Analyses des données cliniques sur le Paludisme dans le district sanitaire
d’Abobo de 2010 a 2013
Comme montré sur la figure 19, il y a eu une baisse trés significative de 1’incidence clinique du
paludisme dans ce district sanitaire entre 2010 et 2013. La quantité de traitements ACT nécessaires
a diminué, cependant une forte augmentation du nombre de moustiquaires imprégnées distribuées
durant cette méme période a été notée. La consommation générale des ACT a diminué de maniere
concomitante a I’incidence du paludisme. Tous ces indicateurs témoignent des résultats trés
encourageant, notamment que les ACT sont réellement utilisés pour des cas avérés de paludisme
dans cette commune urbaine. Cette politique voulue par I’OMS pour éviter 1’émergence de souches
résistantes a I’artémisinine (global plan for artemisinin résisitance containment, GPARC OMS
2011) a eté appliquée et le bilan a montré une progression de 1’efficacité de la lutte. L’objectif de
I’OMS pour une couverture par des moustiquaires imprégnées d’insecticide de 60 % a été
presqu’atteint (52 % en 2013), et le challenge de maintenir ce taux de couverture semble se réaliser
malgreé la crise économique qui menace les investissements selon I’OMS. Le récent rapport fait, en
effet, état d’une couverture satisfaisante proche de 60 % en 2015.
1.2.2. Effectifs et caractéristiques des patients analysés de 2010 a 2013
Comme il s’agit d’une étude rétrospective, la composition des groupes a été assez hétérogene du
point de vue du nombre de patients et de 1’4ge. L’ensemble des caractéristiques des groupes sont
résumees dans le Tableau IX.
Sur les figures 20a et 20b sont illustrées la répartition de 1’age des individus de chaque
cohorte et les densités parasitaires moyennes mesurées au moment du recrutement.
Les recrutements de 2010 ont inclus des individus significativement plus jeunes que les autres
années (P < 107%). En ce qui concerne les densités parasitaires observées, il n’y a pas eu de
difference significative entre toutes les années en comparant les données brutes (nombre de
trophozoites par puL). Cependant, leur transformation en log montre des résultats différents reflétant
mieux la réalité et illustrés sur la figure 20b.
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Figure 19: Profil de I'incidence du paludisme et des mesures de lutte enregistrées sur Abobo
de 2010- 2013

a) évolution de [’incidence annuelle du paludisme, b) consommation des dérivés a base d’artémisinine (CTA)

c) proportion de moustiquaire imprégnée a longue durée d’action par habitant a Abobo (source ministere de
la santé et de hygiene publique Cl 2014)
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Tableau 11X : Caractéristiques des patients recrutés a Abobo (2010 a 2013)

Année de recrutement 2010 2012 2013
période Octobre 2010 Aolt 2012 Septembre 2013
total 57 56 62
Mediane age 8 16,4 17,7
< 5ans - paras. 12 - 130991 8-53173 6 - 85556
5-10ans - paras. 32 - 89256 15 - 43813 17 - 74605
10-15ans - paras. 13 - 54926 11 - 41460 16 - 87269
> 15ans - paras. na 22-21470 23 - 28236
Paras - Med 46093 26360 32205
Paras < 10ans 44486 49280 30640
Paras > 10ans 41566 6666 28906

= Paras - Med = densité parasitaire mediane du groupe (tpz/uL) ;
= densité parasitaire, des individus inférieur a 5ans (< 5ans - paras.), entre 5-10ans (5-10 ans -
paras.) ; entre 10-15 ans (10-15 ans - paras.)

= pa = indéterminé
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Figure 20: a) Répartition des ages et b) des densités parasitaires des patients par
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L astérix* indique une différence significative (p < 0,05)



1.2.3. Caractéristiques des réponses Anticorps (Ac) antiparasitaires de 2010
a 2013

Les réponses Ac contre 1’extrait de schizonte (AgT), MSP4, MSP1et PF13 sont montrées sur la
figure 21 afin d’illustrer I’essentiel des résultats du tableau X sous forme de graphiques stratifiés
selon les tranches d’age, a savoir < 5ans ; 5-10 ans ; 10-15ans et > 15ans.
Dans le tableau X sont résumées toutes les combinaisons de comparaisons entre les années pour
chaque Ag. Les comparaisons ont été faites 2 a 2 par le test de Mann Whitney, cela a concerné les
taux d’anticorps de 1’ensemble des individus par année (colonne « All », du tableau XI) avec les
niveaux d’anticorps des plus jeunes, soit <5 ans et < 10 ans.
Au regard du suivi longitudinal des réponses Ac contre 1’extrait de schizonte (Schiz. Extrc.), il n’y a
pas eu de différence significative entre les groupes et méme par groupe d’ages séparés. 1l y a eu,
cependant, une tendance a la baisse pour les plus jeunes (< 5 ans) entre 2010 et 2013, mais cette
baisse ne ressort pas statistiquement, probablement en raison des faibles effectifs dans cette
catégorie. Cependant, si tous les individus < 10 ans sont regroupés, une baisse significative entre
2010 et 2012 (P = 0,02) est observee.
Si on considere les antigenes spécifiques, il est observé peu de différences significatives entre les
années si ce n’est pour les réponses anticorps anti- CSP et anti-gSG6 qui ont baissé
significativement en 2013. C’est un argument qui peut étre éventuellement relié a la baisse effective
de la transmission au vu du recul de I’incidence clinique jusqu’en 2013.
Pour ce qui concerne le marqueur antigénique MSP4, globalement il n’y a pas eu de différence
entre les groupes. Cependant, des différences significatives signant une baisse en 2013 par rapport a
2012 ou 2010 (P < 0,05) pour les plus jeunes (< 5ans) ont été observées.
Le seul antigene qui a donné un résultat analogue sur la durée est PF13 qui a diminué chez les plus
jeunes entre 2012 et 2013.
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Tableau X: Comparaisons diverses des niveaux d’ Anticorps chez les patients a Abobo année par

année
2010 vs 2012 2010 vs 2013 2012 vs 2013

T <6ans 6 10ans 11 15ans T <6ans 6 10ans 11 15ans T <6ans 6 _10ans 11 15ans >15y
Schiz. Extrc. ns ns 0.01 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
CSP ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
LSAl, ns 0,03 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
LSA3 ns 0,02 ns ns 0,03 ns ns ns ns ns ns ns ns
SALSA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
GLURP ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AMA1 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
PF13 0,03 0,04 ns ns ns 0,01 ns ns ns 0,01 ns ns ns
MSP1p19 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
MSP4p20 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
PmCSP ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
gSG6 0,003 0,01 ns ns ns ns 0,04 ns ns ns 0,04 ns ns

= ns = non significatif p < 0,05

= Schiz. Extrc. : extrait total de schizonte

= comparaison Mann Whitney année par année, entre tous les individus (T), entre individu &ge < 6 ans
(colonne < 6ans), entre tout individu age < 10 ans colonne (< 10ans), entre tous les individus age
compris (11 a 15) colonne (11-15 ans) et tous les individus age supérieur a 15 ans (> 15ans)

= NB : 2011 exclu des analyses pour garder une homogénéité phénotypique
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Figure 21: Profils de réponse anticorps dirigées respectivement contre a) extrait de schizonte,
b) MSP4, ¢) MSP1, d) PF13 de P. falciparum de 2010 a 2013, en fonction des

tranches d’age

<5 ans (blanc), 5-10 ans (gris clair), 10-15 ans (gris fonce) et > 15 ans (noir)

= Astérix * au-dessus des boites a moustache marque une différence significative de réponse anticorps (p <
0,05) ;
= Test de Mann Whitney utilisé pour la comparaison de I’intensité de la réponse anticorps année par année
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Il. Auto-réactivité des immunoglobulines G dans le paludisme
Il est présenté dans cette partie un apercu des etudes menées en collaboration avec 1’équipe «

Basic and Clinical Immunology of Parasitic Diseases » (BCIP) de Lille qui a abordé deux des
questions relatives a l'auto-réactivité et le paludisme, a savoir:

a) quelle est la contribution des auto-anticorps dans un modele de protection du paludisme (forme
asymptomatique)?

b) quel est I’influence des changements épidémiologiques sur ces réponses auto-réactives

I1.1. Auto-réactivité et protection contre le paludisme
Afin d’explorer 1’association de 1’auto-réactivité des 1gG dans la protection clinique contre le

paludisme, il a été étudié comparativement, par la méthode « panama —blot », le répertoire des auto-
anticorps produits au cours de I’infection par P. falciparum chez des porteurs asymptomatiques et
chez des malades développant un acces palustre simple dans la zone hyperendémique d’Abobo. Il a
été effectué une analyse des corrélations de 1’auto-réactivité avec des concentrations sériques des
IgG totaux, les taux d’IgG spécifiques des antigeénes de P. falciparum quantifiés respectivement par
Elisa et la technique multiplex magpix.

11.1.1. Caractéristiques de la cohorte d’étude

Les données générales des groupes cliniques retenus pour cette étude sont résumées dans le
Tableau XI. La cohorte ici est constituée de patients souffrant de paludisme simple (n = 33) de
porteurs asymptomatiques (n = 47) et des écoliers apparemment sains (non infectés par Plasmodium
et pris comme des contrdles, EC = 38) recrutés dans la commune hyperendémique d’Abobo. L’age
médian est identique entre les trois groupes. La densité parasitaire a été plus élevée chez les patients
qui présentaient un paludisme simple que chez les aux porteurs asymptomatiques. L’analyse des
données biologiques entre malades et non malades montre des variations statistiquement
significatives pour les parametres tels que I’hémoglobine, 1’hématocrite et les plaquettes (p <
0,001). Cependant, aucune différence significative n’a été observée pour les paramétres, entre les
individus asymptomatiques (AS) et les contrdles (EC). Les résultats suggerent que la présence de
fortes densités parasitaires chez les malades est associée aux diverses perturbations biologiques

observées (Tableau XI).
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Tableau XI: Caractéristiques de la cohorte étudiée

p value
MM AS EC (kruskall
wallis)
n 33 47 38
Age médiane 10 (5;15) 10 (6;13) 12 (9; 14) 0,628
(min;max)
Densité parasitaire 46200 810,5 00 <0,001*
(médiane)
Hb médiane (min; 11,1 (6,6;12,9) 11,1 (8,2; 13) 11,45 (9,2; 13,2) <0,01**
max)
Ht médiane (min; 33.9(18,5;38,7) 31,6(23,7;36,1) 35,4 (28,8; 41) < 0,001
max)
plg mediane 117,5 (18; 309) 248 (153; 411) 246 (150; 328) < 0,001
(min;max)

Hb : Hémoglobine ; Ht : Hématocrite ; plg: Plaquettes

MM : malades ; AS : Asymptomatique ; EC : Endémique controle

*la densité parasitaire est supérieure chez les malades que les asymptomatiques

**le taux d’hemoglobine est supérieur chez les controles par rapport aux malades et aux

asymptomatiques
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11.1.2. Distribution de la réponse totale 1gG et IgM entre les différents phenotypes

cliniques étudiés : asymptomatique, paludisme simple et contréle endémique

Les taux d’Ac des réponses totales IgG et IgM dans le sérum des individus des trois groupes
étudiés par ELISA ont été évalués. Les titres d’anticorps sont exprimés en gramme par litre (g/L) et
représenté sur la (Figure 22). L’analyse montre une augmentation de la concentration d’IgM chez
les malades par rapport aux porteurs asymptomatiques. Par contre, la concentration totale 1gG a été
significativement plus élevée chez les asymptomatiques (AS) comparé respectivement aux deux

autres groupes malades (MM) et enfants non infectés (EC) (p < 0,01).

11.1.3. Réponses antiparasitaires IgG et Isotypes dirigés contre I’extrait total 3D7

Les niveaux de réponses en IgG et ses sous-classes (IgG1, 1gG2, 1gG3 et 1gG4) dirigées
contre I’extrait total de la souche parasitaire 3D7 testé ici sont exprimés en rDO et illustrés suivant
le phénotype clinique au niveau de la Figure 23. Les amplitudes de réponses IgG anti-3D7 ont été
élevées autant chez les malades que chez les porteurs asymptomatiques. Le groupe consideré
comme contrdle (EC) a présenté une réponse anti-parasitaire élevée par rapport aux malades bien
que n’etant pas infecté. (p < 0,01). Par contre, I’analyse des sous-classes IgG ne montre aucune

différence significative entre les groupes (p > 0,05).

11.1.4. Réponses anticorps IgG et Isotypes dirigés contre ’extrait total de cerveau
Le but a été de déterminer les réponses auto-anticorps contre I’extrait de cerveau chez nos
différents groupes d’¢tude. Il n’y a pas eu de différence significative dans la réponse totale auto-
anticorps dirigée contre les antigénes de I’extrait total de cerveau entre les malades du paludisme,
les asymptomatiques ainsi que les endémiques contrdles (EC). Cependant, 1’analyse des sous-
classes d’IgG a montré une augmentation significative de la sous-classe 1gG3 chez les porteurs

asymptomatiques (p < 0,01) (Figure 24).
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Figure 22: Concentration totale des immunoglobulines IgM et IgG en fonction des groupes étudiés
(asymptomatique; paludisme simple et endémique contréle)

Le test de Mann Whitney utilisé pour comparer les concentrations entre deux groupes. Astérix*
indique que la différence de concentration est significative (p < 0,01).
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Figure 23: Profil de réponse 1gG et sous-classes (1gG1, 19gG2, IgG3 et IgG4) dirigé contre
I'extrait parasitaire 3D7

Le test utilisé est le Mann Whitney, [’asterix* au dessus de barre indique une différence de réponse

significative p < 0,05
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Figure 24: Profil de réponse IgG et sous-classes (1gG1, 1gG2, 1gG3 et 1gG4) dirigé contre
I'extrait de cerveau humain (Novus®)

MM = malade ; Asympto = Asymptomatiques ; EC = endémique contréle. Asterix* au dessus de
barre indique une différence de réponse anticorps significative p < 0,05
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Au total, chez les porteurs asymptomatiques, il a été remarqué une forte concentration totale
IgG, associée a une faible réponse IgG antiparasitaire, puis a une réponse auto-réactive légérement
augmentée. Cela laisse suggérer une forte stimulation polyclonale 1gG chez les groupes
asymptomatiques. Ainsi, cette étude s’est intéressée par la suite a regarder dans le détail le

répertoire auto-réactif chez ces groupes.

11.1.5. Analyse du répertoire Anticorps auto-réactifs chez les malades et les
asymptomatiques
La réponse auto-réactive induite par ’infection a P. falciparum a été ensuite étudiée par la
mesure des auto-anticorps dirigés contre les protéines de I’extrait de cerveau avec la technique
d’immunoblot quantitative (panama blot).
Les bandes immuno-réactives observées sur la figure 25a ont été evaluées chez chaque individu
testé, puis inclues dans leur groupe respectif. Ensuite les groupes ont été repartis selon une
classification de bandes définie abitrairement: faible nombre de bande (0 a 4) a fort nombre de
bande reconnue (> 10). Une forte proportion d’individus (62 %) chez les porteurs asymptomatiques
ont reconnu un plus grand nombre de bandes (> 10) contrairement aux individus malades (27 %) et
individus non infectés (26%). A I’inverse, pres de 30 % des malades et 23 % d’enfants non infectés
ont presenté un plus faible nombre de bandes (0 a 4) contre 7 % chez les asymptomatiques (Figure
25b). Les bandes ont été converties en données densitométriques pour des analyses quantitatives
réalisées par le logiciel IGOR.

L’intensité de réponse du répertoire a été ensuite appréciée par l'analyse en composantes
principales (PCA). La PCA permet la comparaison de la réactivité totale IgG auto-réactif des
individus au sein des différents groupes. Ici les variances des différents facteurs de la PCA obtenues
sont représentées sur la figure 26. La composante facteur 1 ou PCA-1(54,60 % de variance)
représente le score le plus significatif de l'activité totale d’IgG anti-cerveau. La distribution dans
I’espace montre une meilleure ségregation des groupes sur 1’axe-1 que sur I’axe-2 (Figure 26). la
PCA-1 a eté plus élevée dans le groupe asymptomatique que le groupe de malades (MM), (p <
0,001) (Figure 27).
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Figure 25: a) Immunoblot de 2 a 3 individus pris au hasard dans les groupes respectifs de malade,
asymptomatique et controle

b) Pourcentage d’ individus par groupe en fonction du nombre de bandes detectées
sur la membrane de nitrocellulose (panama blot)

AS= asymptomatique ; EC= endemique contréle ; MM= paludisme simple
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Figure 26: a) Pourcentage des variances des différents facteurs de 1’analyse en composantes

principales (ACP) b) Distribution des groupes étudiés sur I’axe-1 et -2 de 1’analyse en
composante principale (ACP)
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Figure 27: Intensité de réponse du répertoire auto-anticorps traduite par le facteur 1 de
I'analyse en composantes principales (ACP) au niveau des groupes étudiés

Le test de mann Whitney a été utilise pour la comparaison entre deux groupe (p < 0,05 différence

est significative) ; /'asterix* indique que la différence est significative.
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11.1.6. Profil électrophoreétique des autoréactivités 1gG chez les asymptomatiques

Etant donné la forte augmentation de 1’auto-réactivité chez les asymptomatiques par rapport
au malades, I’intérét a été porté sur le profil du répertoire auto-anticorps uniquement chez les
asymptomatiques. L’analyse en composantes principales (ACP) qui est une analyse multivariee,
prend en compte le nombre de bandes (définie par section) et I’intensité de la bande dans les
comparaisions entre les groupes testés. Dans cette étude, les porteurs asymptomatiques ont presenté
un nombre significativement plus elévé en terme de nombre de bandes et d’intensité de la bande .
La figure 28 présente le profil électrophorétique de réactivité chez les asymptomatiques. Chaque
section est caractéristique d’une bande de protéines de 1’extrait de cerveau ayant le méme poids
moléculaire et qui reconnait les auto-anticorps IgG du sérum de I’individu testé. 21 sections
denommés (Section0 a Section20) dans 1’ordre décroissant de poids moléculaires (250 kDa a 20
kDa) ont été définies. Il a été remarqué un profil similaire d’immuno-réactivité chez les individus
du groupe asymptomatique (60 % présentaient un profil de réactivité identique, ce qui traduit une
forte homogenéité de réponse chez les asymptomatiques). L’intensité de réactivité 1gG anti-bande
(proteines cérébrales) de chaque section a été apprecié sur la Figure 29. 1l ressort a ’analyse que la
bande 11 (S11) a été hautement réactive vis-a-vis des sérums de porteurs asymptomatiques et est
restée significativement élevée en intensité chez les asymptomatiques par rapport aux malades de

paludisme simple (Figure 30).
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Figure 28: Profil électrophorétique des réactivités IgG sériques de porteurs asymptomatiques et
du standard, dirigées contre les protéines du cerveau.

*Les sections sont determinées a partir des pics de réactivité du standard. Ces pics sont définis
dans ’ordre décroissant, partant des protéines de haut poids moléculaire aux bandes de protéines
de bas poids moléculaires (250 a 20 kDA).
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Figure 29: Mise en évidence de la bande de haute réactivité chez les porteurs
asymptomatiques

Ce graphe représente la distribution de /’intensité de réponse de réactivité (DO) au niveau de
chaque section chez l’ensemble des individus du groupe asymptomatique
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Figure 30: Comparaison de I’intensité de réactivité IgG anti-protéines de I'extrait de
cerveau au niveau de la section 11 entre les groupes étudiés

Le test de Mann-Whitney (p < 0,05 indique que la différence de réponse auto-réactive est
significative) ; Asympto = asymptomatiques ; MM = paludisme simple ; EC = endemique contrdle
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11.1.7. Analyse qualitative nanoLC orbitrap ms/ms et identification de protéines
majoritaires de la section 11
Les protéines majoritaires de la section1l chez les asymptomatiques ont été recherchées. Le
poids moléculaire de la bande d’intérét observée sur la membrane de nitrocellulose est
d’environ 45 kDa (Figure 31).. Le résultat de I’analyse a donné 11 candidats resumés dans le
Tableau XII. Pour identifier d’éventuelles interactions entre ces candidats, il a été réaliseé une
analyse avec le logiciel STRING qui donne sous un niveau de confiance (70 %) deux types de
réseaux protéiques (Figure 32) :
- un réseau de protéines du cytosquelette constitué de gamma-1-actine et beta-actine, impliqué
dans la motilité cellulaire et présent dans organisation membraire des hématies ;
- un réseau de protéines catalytiques constitué de succinate-CoA ligase, acétyl-CoA
acyltransférase 2, acyl-CoA déshydrogénase, glutaryl-CoA déshydrogénase, impliquées dans la

voie de biosynthése des lipides indispensables aussi bien a I’hOte qu’au parasite.
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Figure 31: Localisation de la bande d'intérét (section 11).

La superposition du gel coloré au coomassie avec la membrane de nitrocellulose a permis de
localiser la bande d’interét (section 11) de poids moleculaire de 45kDa. La bande a été decoupé du
gel et digérée par la trypsine (15 ng/uL) puis separé par chromatographie nanoLC puis analysé
au spectromeétre de masse orbitrap ms/ms. Les spectres collectés ont été interprétées par le moteur
de recherche Mascot (version 2.4.0, Matrix Science, London, UK)
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Tableau XI11: Candidats antigéniques de 1’extrait de cerveau obtenu du spectre ms/ms de la bande
(section) 11 analysé a 1I’Orbitrap Q Exactive

Nom de la protéine Protein accession numbers MW/(kDa) Ratio

spectrum (%)

3-ketoacyl-CoA thiolase sp|P42765|THIM_HUMAN 41924 73

Succinyl-CoA ligase sp|Q9P2R7|SUCB1_HUMAN 50 318 70
[ADP-forming]  subunit
beta, mitochondrial

Actin, cytoplasmic 2 sp|P63261|/ACTG_HUMAN 41 794 70
Protein phosphatase 1 sp|P68032/ACTC_HUMAN 42 020 68
regulatory subunit 7

Beta-actin-like protein 2 sp|Q15435|PP1R7_HUMAN 41 566 67
Actin, cytoplasmic 1 sp|Q562R1|ACTBL_HUMAN 42 004 67
Glutaryl-CoA sp|P60709|ACTB_HUMAN 41 738 67
dehydrogenase,

mitochondriaL

Actin-related protein 10 sp|Q92947|GCDH_HUMAN 48 129 65
Medium-chain  specific sp|Q9NZ32|ARP10_HUMAN 46 308 64
acyl-CoA dehydrogenase,

mitochondrial

Mitochondrial chaperone sp|P11310/ACADM_HUMAN 46 590 63
BCS1
Tropomodulin-2 Sp|QINZR1|TMOD2_HUMAN 39 596 62
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Figure 32: Mise en évidence par le logiciel STRING de réseaux protéiques entre les
différentes protéines majoritaires sélectionnées de la bande 11

STRING= fonctional protein association network, www. string-db.org

SUCLA2= succinate-CoA ligase
ACAA 2=acetyl-CoA acyltransferase 2
ACADM = acyl-CoA dehydrogenase
GCDH= glutaryl-CoA dehydrogenase
ACTBL2 = actin, beta-like 2

PPP1R7 = -protein phosphatase 1
ACTG1 = actin, gamma 1

ACTB= actin, beta

TMOD2= tropomodulin 2

ACTR10= Actin-related protein 10

ACTC1= actin, alpha, cardiac muscle 1

TMOD2
@

ACTR10

€
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11.1.8. Relation entre anticorps spécifiques du parasite et les auto-anticorps
chez les asymptomatiques et les malades

Pour déterminer I’intéraction éventuelle entre la réponse specifique au parasite et 1’auto-
réactivité au cours de I’infection palustre, les sujets (asymptomatiques AS et malades MM) ont été
regroupés autour des seuils arbitraires définis respectivement pour la réponse globale anti-cerveau
(PCA-1 = +0,5) et la réponse antiparasitaire 3D7 (rOD = 5). Tous les participants a I'étude ont été
répartis en 4 sous-groupes: o) IgG auto-réactive faible (PCA-1 < +0,5) et 1gG spécifique de P.
falciparum faible (rOD < 5); B) IgG auto-réactive faible et 1gG spécifique de P. falciparum élevée
(rOD > 5) et, v) IgG auto-réactive élevé (PCA < +0,5) 1gG spécifiques faible(rOD < 5) et p) 1gG
auto-réactive éleve (PCA < +0,5) et IgG spécifique de P. falciparum éleve (rOD > 5) (figure 33).
Les participants ont été répartis en proportion presqu’égale dans le sous-groupe p. Les individus
AS ont été entierement représentés dans le sous-groupe y (65 % AS par rapport a 5 % MM, p <
0,001) (Tableau XIII). A l'inverse, le sous-groupe B contenait totalement les MM 30 % contre 6 %
AS, (p < 0,001). Ces données indiquent clairement que les individus asymptomatiques (AS) sont
fortement associée a une réponse predominante d'auto-anticorps contre les antigénes du cerveau
avec de faible 1gG spécifiques antiparasitaire alors que chez les MM sont associées des réponses

anticorps autoréactifs bas, mais une réponse spécifique antiparasitaire élevée.
Il semble avoir une association de la réponse auto-réactive avec la forme asymptomatique du
paludisme. Cette réponse augmente alors que la réponse IgG antiparasitaire totale est faible chez les

asymptomatiques comparés aux malades.
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Figure 33: Reépartition des individus asymptomatiques et malades par rapport aux réponses 19G
auto-réactive et réponse IgG antiparasitaire 3D7
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Tableau XI1111: Comparaison des proportions des individus asymptomatiques et malades dans les
groupes a, 3, y et

o p Y 1
MM (%) 60 30 5 5
Asympto (%) 21 6 65 8
Khi-deux p=0,03 p<0,01 p< 0,001 p> 0,05

a) IgG auto-réactive faible (PCA-1 < +0,5) et IgG spécifique de P. falciparum faible (rOD < 5)
p) IgG auto-réactive faible et 1gG spécifique de P. falciparum élevé (rOD > 5)

y) IgG auto-réactive élevé (PCA < +0,5) IgG spécifiques faible (rOD < 5)

w) IgG auto-réactive élevé (PCA < +0,5) et 1gG spécifique de P. falciparum élevé (rOD > 5)
Test de Fischer, p < 0,05 différence significative
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11.1.9. Analyse des réponses IgG contre le répertoire antigénique de
Plasmodium selon les différents groupes étudiés

Les réponses contre (11) onze antigenes de Plasmodium chez les deux groupes (malades et
asymptomatiques) ont été explorées avec le systeme multiplex Magpix décrit précedemment. Les
résultats des niveaux de réponses sont exprimés en MFI. Tous les Ag testés ont donné une
prévalence de répondeurs supérieure a 20 %, excepté les Ag CSP, LSA3, PmCSP et SALIVA pour
I’ensemble de la cohorte (Figure 34). Le nombre d’Ag du répertoire réconnu par chaque individu a
été determiné et a montré une augmentation significative chez les asymptomatiques (p < 0,01)
(Figure 35). Lorsqu’on compare les amplitudes de réponses IgG contre chacun des Ag du
répertoire, il ressort une augmentation significative des réponses Ac dirigés respectivement contre
MSP4, SALSA, PF13, AMAlet PmCSP chez les porteurs asymptomatiques par rapport aux
groupes de malades. L’augmentation des ces Ac spécifiques pourraient donc étre associés a la

protection contre le paludisme.

110



MM= malade

-Asympto : asymptomatique

0<0.01
b
5 i }
c
c
3
" @ 6 ;
2 p 5’
m - ]
o m '
0 5 4 :
£ e .
m m |
o [n N .
2 » A :
e
- :

Figure 34: a) Prévalence d’individu répondeurs aux Ag de Pasmodium chez I’ensemble des
participants b) Nombre d'antigénes parasitaires reconnus par individu chez les
porteurs asymptomatiques et les malades .

-Le Test de Mann Whitney a été utilisé pour comparer les médianes. L ‘astérix* indique une
différence significative p < 0,01.

-un individu reconnait un Ag parasitaire (est repondeur) lorsque sa réponse en MFI est > 3MFI_Naif +3SD
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Figure 35: Profil de réponses anticorps 1gG dirigés contre les Ag de Plasmodium testé au
multiplex magpix entre les porteurs asymptomatiques et les malades

*Le test de Mann Whitney est utilisé pour comparer les réponses anticorps entre les 2 groupes.
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11.2. Anticorps auto-réactifs 1gG dans différents foyers de transmission du
paludisme en Cote d’Ivoire
L hypothése d’une baisse de 1’auto-réactivité lorsque la transmission diminue a été émise par la

suite dans ce travail. 1l a été analysé ici I’influence du degré de transmission du paludisme sur le
répertoire auto-réactif 1gG de patients symptomatiques a travers les trois sites sentinelles
initialement décrits (Tableau VI). La technique panamablot précédemment décrite a été utilisée
pour évaluer le répertoire auto-anticorps et ’ELISA pour déterminer les réponses globales IgG anti-

Plasmodium et IgG anti-extrait de cerveau au niveau des sites sentinelles.

11.2.1. Profil de réactivité du répertoire auto-anticorps IgG dirigé contre les
protéines d’extrait de cerveau au niveau des trois sites sentinelles
Sur les mémes patients des trois sites sentinelles, avec des caractéristiques étudiées dans le
chapitre précédent, il est procédé a la quantification des concentrations totales 1gG et IgM par la
technique ELISA. Les patients de Man, ont eu une concentration moyenne IgG totale plus élevee
que ceux des 2 autres sites (p < 0,001). Puis en analysant la réponse spécifique IgG contre 1’extrait
de parasite 3D7 et la réponse IgG contre 1’extrait de cerveau, la réponse contre 1’extrait de parasite
3D7 bien que trés forte, n’a pas permis de discriminer les 3 sites sentinelles du paludisme. Alors
que Man et Korhogo ont présenté des niveaux de réponses contre 1’extrait de cerveau beaucoup plus
¢levé que les patients d’Abobo (p < 0,01). (Tableau X1V)
Des immunoblots ont été réalisés pour analyser le répertoire des auto-anticorps IgG au niveau des
sites sentinelles (Figure 36a). La réponse auto-réactive 1gG est représentée par des bandes de
réactivité illustrées sur la figure 36a. Malgré les différences inter-individuelles un certain nombre
de bande de protéines a été trouvé conservé a I’intérieur de chaque site. Cependant le nombre de
bandes de réactivités n’a montré aucune différence significative entre les différents sites (Figure
36b et c).
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Tableau XIV: Sérologie IgG et IgM des patients au niveau de chaque site sentinelle

Abobo Korhogo Man p! pP? p3
n=31 n=32 n=31
Total I1gG (g/) (8,58;26,10)15,54 (7,07;27.63)15,49 (10,84;42.36)23,63 NS* < 0,001 < 0,001
mediane
min;max
Extrait 3D7(rOD)  (0.34;26,1)11,24 (0,49;26,14)11,24 (1,07;27,21)12,23 NS NS NS
mediane
(min;max)

P : p value de la comparaison des réponses Ac par le test de Mann Whitney :
1 = Abobo vs Korhogo; 2 = Korhogo vs Man; 3 = Man vs Abobo ; 4 = Non Significant (NS)
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a) Immunoblot -1D comportant le repertoire de réponse auto-anticorps de 2 individus par site. b)
Représentation du nombre de bandes reconnues par les 1gG sériques des patients vivant a Abobo,
Korhogo, Man et Naifs (non immun) obtenu par immunblot. c) Proportion de patients sur chague site
en fonction du nombre de bandes reconnus par les IgG plasmatiques. Le nombre de bandes reconnues
a été catégorisé dans les intervalles suivants : 0-4, 5-9 et > 10
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11.2.2. Intensité des réponses du répertoire auto-anticorps entre les sites

Les bandes de réactivité ont eété également transformées en données densitométriques pour
des analyses quantitatives sur le logiciel IGOR. Ainsi, les sections (ou bande de réactivité) ont été
délimitées allant de SO a S20 gréce au profil électrophorétique du pool de patients pris comme
standard. Chaque patient présente donc un répertoire de réponse contre ces bandes de protéines (SO
a S20). L’analyse en composantes principales (ACP) a donné une image globale de la réponse
immune dirigée contre le répertoire antigénique (SO a S20) de I’extrait de cerveau et la projection
dans I’espace des réponses auto-réactives des individus sur les axes (facteur-1 et facteur-2) a montré
une meilleure ségrégation sur 1’axe-1 (ou facteur-1) de I’ensemble des groupes infectés (représenté
par les sites sentinelles) par rapport aux individus non-immuns (Naifs) (Figure 37a). Cette
observation témoigne que la réponse auto-anticorps est associée a I’infection plasmodiale. En outre,
I’intensité de réponse auto-réactive (PCA facteur-1) n’a pas montré de corrélation avec les
parameétres tels que 1’age, la densité parasitaire et la concentration totale IgG de 1’ensemble des
patients, mais sur la Figure 37b I’intensité du PCA facteur-1 entre les sites, a été significativement
plus élevée chez les individus a Korhogo, qui ont eu une utilisation de moustiquaires imprégnées
plus faible que les individus des deux autres sites (Tableau V). L’exposition accrue a I’infection et

au parasite a donc favorisé une plus grande intensité de réponse auto-réactive a Korhogo.
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Figure 37: a) Représentation dans I'espace des patients sur les axes-1 et -2 de I'analyse en

composantes principales (ACP). b) Distribution de I’intensité de réactivité

representée par la (ACP-1) selon les sites sentinelles

Le Test de Mann Whitney utilisé pour comparer les 2 sites enrtre eux ; asterix* indique que la
différence est significative p < 0,05) ; EUIC = naifs européens
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11.2.3. Relation entre réponse IgG auto-réactives et réponses spécifiques
antiparasitaires chez les malades en fonction des trois sites
sentinelles

Ici, I’objectif était de chercher a voir si la relation entre les répertoires auto-anticorps et
anticorps spécifiques pourrait étre influencée par le niveau de transmission determinée par la
réponse salivaire du moutique chez les individus malades.

D’abord pris ensemble les résultats ont montré une corrélation positive (R = +0,27 ; p < 0,01)
entre la réponse auto-réactive et la réponse anticorps dirigée contre le peptide salivaire gSG6-P1 sur
la population des trois sites. De méme en s’aidant de la demarche précédente pour étudier la relation
entre réponse auto-réactive et réponse spécifique antiparasitaire, il a été défini 4 sous-groupes ou se
trouve reparti ’ensemble des individus (Figure 38). Cependant, prés de 70 % de 1’ensemble des
individus malades se partagent les sous-groupes B et p avec respectivement une dominance des
individus d’Abobo et Man pour le groupe et une dominance des individus de Korhogo pour le
groupe p (Tableau XV). Lorsqu’on analyse les réponses anticorps anti-gSG6-P1 (peptide salivaire)
au niveau de ses deux sous groupes B et u, une augmentation significative de réponse 1gG anti-

salivaire en faveur du sous-groupe p a été observée (Figure 39).

11.2.4. Spécificité de réponses auto-anticorps qui différencient les trois sites
11 s’est agi ici de comparer au sein du répertoire les réponses IgG dirigée contre chaque bande (SO a
S20) entre les différents sites. D’un point de vue général 1’analyse des réponses par le test de
Kruskal Wallis montre des différences significatives au niveau de I’intensité des bandes de
protéines S6, S10, S11, S12 et S13. La réponse IgG contre ces bandes (S6, S10, S11, S12 et S13)
discrimine bien 1’auto-réactivité entre ces sites. Pris individuellement ces marqueurs sont hautement

plus élevés a Korhogo que dans les deux autres sites (Abobo et Man) (Figure 40).

118



a= (PCA<+0,5; rOD<b5)
B=(PCA<+0,5; rOD>5)
y=(PCA>+0,5; rOD<5

u=(PCA>+0,5; rOD>5)

10
@ abobo =
8 - & 1Korhogo .
m Man
g - !
v A o
B o
— 4 1 &
<
E A
7 - 'y
= Y |
J 'y
0 t.‘ A m
a A l‘ A ® :
-2 o me | =
B
-4 | T
0 5 10

Ratio de DO

Figure 38: Répartition des individus des sites sentinelles en fonction de leurs réponses auto-
réactive IgG et réponse IgG anti-Plasmodium 3D7
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Tableau XV: Distribution des individus par sites en fonction des sous-groupes définis

o B Y 11
Abobo (%) 27 54 4 15
Korhogo (%) 23 35 15 27
Man (%) 26 33 4 37

a) IgG auto-réactive faible (PCA-1 < +0,5) et IgG spécifique de P. falciparum faible (rOD < 5)
p) IgG auto-réactive faible et 19G spécifique de P. falciparum élevé (rOD > 5)

y) 1gG auto-réactive eleve (PCA < +0,5)et IgG speécifique faible (rOD < 5)

w) IgG auto-réactive élevé (PCA < +0,5) et 1gG spécifique de P. falciparum élevé (rOD > 5)
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Figure 39: Différence des réponses anticorps anti-gSG6-P1 au niveau des groupes
sélectionnés "beta" et "u"

Le test de Mann Whitney utilise pour comparer les médianes des réponses 1gG, (p < 0,05), la différence de
réponse anti-salive est significative.
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Kruskal-Wallis Incluant les sites : abobo, kerhogo, Man
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Figure 40: Différence de réponses IgG auto-reactives entre les sites sentinelles

Le test de kruskall Wallis appliqué a [’ensemble des sites, puis Mann whitney appliqué entre deux

sites pour les sections differentielles, p < 0,05 la différence de réponse est significative.
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DISCUSSION
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L’objectif de cette theése était d’une part d’analyser I’application épidémiologique des
mesures de niveau d’anticorps anti-Plasmodium pour le suivi des variations de I’intensité de la
transmission, et d’autre part de déterminer 1’association entre variation du répertoire anticorps auto-
réactifs et portage asymptomatiques du paludisme.

Ainsi, dans la premiére partie, il a été mesuré et analysé le profil des réponses d'anticorps
contre un panel d'antigénes du parasite dans trois sites sentinelles du paludisme en Cote-d'lvoire.
Dans le site d’Abobo (hyper-endémique), il a été effectué en paralléle une étude longitudinale entre
2010 et 2013 pour évaluer I’'impact des variation de transmission (incluant les mesures de contrdle)
sur les réponses humorales.

Dans la seconde partie une approche quantitative du répertoire auto-anticorps a permis d’analyser la
réponse auto-réactivité dans les formes asymptomatiques du paludisme et aussi de voir 1’evolution

de cette réponse auto-réactive dans différents foyers de transmission.

L’une des particularités de cette étude est d’analyser les réponses anticorps (parasitaire et auto-
réactifs) a partir d’échantillons sanguins prélevés chez des patients vivant dans des contextes
épidémiologiques différents d’'un méme pays, la Cote d’Ivoire.

La Cote d’Ivoire continue d’étre endémique malgreé le Iéger recul de la mortalité et de la morbidité.
Le paludisme représente également un véritable frein au développement dans ce pays, avec 40 %
d’absentéisme scolaire et professionnel et 50 % de perte agricole (Koudou et al., 2010; PNLP,
2014). La lutte apparait donc comme un enjeu d’ordre vital pour ce pays, qui sort d’une décennie de
crises sociopolitiques successives 1’ayant affaibli dans de nombreux domaines. Afin de mener a
bien et efficacement les stratégies de la lutte sur I’ensemble du territoire, des sites sentinelles ont été
définis en vue de réunir des informations sur 1’épidémiologie, I’entomologie, la chimiorésistance
aux médicaments usuels et la diversité génétique du parasite (Toure et al., 2014; Koffi et al., 2013;
Yavo et al., 2015; 2016). Cette étude-ci propose d’utiliser I’analyse sérologique dans le suivi de

I’infection palustre dans diverses localités choisies comme sites sentinelles.

Analyse multiplex et suivi de I’infection palustre en Cote d’Ivoire
Il existe peu d'études analysant précisément les profils immunologiques du paludisme a P.
falciparum en Cote-d'lIvoire. Dans des enquétes précédentes menées au centre et au centre-sud de la
Cote-d'lIvoire (Koudou et al., 2010; Knoblauch et al., 2014), il a été observé et souligné que le
paludisme est fortement endémique et caractérisé par une hétérogéenéite considérable. Les situations
locales sont complexes selon les contextes socio-écologiques et les flux de population, ce qui
pourrait expliquer I’augmentation présumée du nombre global de cas cliniques passant de 2,8 a 4,7
millions en 2012 (OMS, 2014).
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Dans ce contexte, des outils sensibles et accessibles pour I'évaluation et le suivi des interventions de
lutte contre le paludisme, comme les biomarqueurs immunitaires, pourraient étre utiles (Corran et
al., 2007; Kerkhof et al., 2015). En effet, le risque d’étre piqué par 1’anophéle infecté dépend
essentiellement de 1’écologie du vecteur et de l'utilisation des moustiquaires. Dans cette étude, la
proportion déclarée d'utilisation de moustiquaire était inférieure a 30 % et Iégerement différente
entre les sites (Abobo > Man > Korhogo). Ces chiffres sont relativement plus faibles que ceux des
autre pays africains (OMS, 2015).

La plupart des études de séro-épidémiologie utilisent des cohortes transversales avant ou apres des
épisodes cliniques pour établir des relations entre la réponse anticorps contre un antigene (Riley et
al., 1993; Branch et al., 1998; Perraut et al., 2005; John et al., 2008; Perraut et al., 2014) ou
plusieurs antigenes avec la protection contre le paludisme clinique (Osier et al., 2008; Greenhouse
et al., 2011). A I’exception des individus porteurs asymptomatiques du parasite, ces analyses sous-
tendent un état relativement stable dans I'interaction hote-parasite, une approche dans laquelle les
analyses sérologiques peuvent représenter des indicateurs potentiels pertinents de la transmission du
paludisme (Corran et al., 2007). Par exemple, un seul antigéne AMAL a été utilisé pour le suivi de
I’efficacité des mesures d'intervention en Guinée Equatoriale (Cook et al., 2011), Ailleurs,
plusieurs antigénes (AMA1, MSP1, CSP) ont été utilisés comme marqueurs de l'exposition et de
risque de paludisme (Greenhouse et al., 2011). Au cours de notre étude, nous avons utilisés des
préléevements déja réalisés, chez des malades en acces palustre. Cette approche est trés différente car
le couple parasite-systeme immunitaire est en pleine évolution. La concentration d’anticorps est la
résultante d’une stimulation du systéme immunitaire par le parasite et la consommation de ces
anticorps lors du combat engagé. Ainsi, il a été mis en évidence une réponse Ac plus forte chez les
patients du district de Korhogo, un site ou la transmission est saisonniére et plus faible que dans les
deux autres sites. Ces réponses Ac a korhogo sont associées a une faible densité parasitaire. Cette
constatation de niveau élevé Ac peut étre liée a plusieurs facteurs (temps du début de la maladie ;
degré réel d’exposition individuel, temps d’utilisation des MII) et aussi le fait qu’il y ait une
consommation moindre d’Ac du fait que les densités parasitaires sont plus basses.

La réponse contre 1’extrait total de parasite de la souche 07/03 (souche de référence adaptée de
villageois de Dielmo), a déja été utilisé comme un marqueur pertinent pour le suivi des niveaux
d'immunité (Aribot et al., 1996; Perraut et al., 2000; Diop et al., 2014), mais n'a pas montré de
corrélation avec la protection clinique dans les études prospectives realisées au Sénégal (Perraut et
al., 2005). En Céte d'lvoire, la prévalence des réponses anticorps contre 1’extrait de parasite n'a pas
montré de différence entre les trois sites, contrairement aux antigénes spécifiques qui ont clairement
souligné une forte réponse a Korhogo. Cette différence pourrait étre liée a une différence entre cette

souche sénégalaise particuliere et les souches en circulation en Cote d'lvoire. Mais plus
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vraisemblablement 1’antigéne total permet de détecter des réponses si diverses que 1’on ne peut
discriminer les niveaux de stimulation Une telle observation souléve des questions et doit pouvoir
étre confirmée ou infirmée en testant une souche de Cote d’Ivoire adaptée localement a la culture in
vitro (ou chez une souche ex vivo d’un patient fortement parasité).

Un point tres intéressant est qu’en dépit de différences considérables des densités parasitaires
(médiane) entre les sites, le traitement administré a présenté une efficacité de 100 % en un
maximum de 72 h. Les parasites ont été rapidement éliminés en laissant trés peu de patients avec
une faible parasitémie au jour 3: seulement 1,5 % des patients étaient toujours positifs au jour 3 qui
est sous le seuil de 3 % indiquant une réponse retardée (Stepniewska et al., 2010). Il est possible
qu’un haut niveau de réponse Ac contribue a cette clairance rapide des parasites circulants (24 h).
On retrouve cette association pour la moitié des biomarqueurs testés. Ces résultats sont en accord
avec plusieurs études montrant une association significative entre un niveau élevé d'anticorps contre
I’antigéne GLURP (Enevold et al., 2007), AMA1 (Keh et al., 2012) et MSP1 (Mawili-Mboumba
et al., 2003) et un plus faible risque d'échec du traitement. Une autre étude a démontré la
contribution des anticorps dirigés contre l'antigéne de surface de la forme jeune (anneau)
érythrocytaire a la réponse thérapeutique chez les patients traités avec l'artésunate en Thailande ou
la résisitance est déja observée (Mayxay et al., 2001). Il est a noté que la résistance vrai aux ACT
n’a pas été encore constatée en Cote d’Ivoire.

Ainsi, ces données suggerent que globalement, 1’ analyse des réponses immunitaires pourrait non
seulement souligner I'nétérogénéité de degré individuel d'exposition a un niveau communautaire,
mais aussi renseigner sur I'application effective des mesures de contréle dans les zones étudiées.
faudrait pour cela pouvoir suivre la variation temporelle des réponses qui suivrait une mise en place
des mesures de prévention. C’est en partie ce que nous avons essayé d’analyser dans le cas d’Abobo
en suivi longitudinal sur 3 années.

Une approche multiplex dans les analyses sérologiques longitudinales a été évaluée. La premiére
remarque par rapport a cette approche est que les effectifs analyses sont répartis de maniére non
homogeéne par rapport aux différentes tranches d’age. Ce qui représente un biais trés important dans
I’analyse. Si on analyse les profils globalement et en terme de tendances, il ressort 2 points :

- d’une part I’hétérogénéité de distribution des réponses en fonction des Ag et des tranches d’age:
sur I’ensemble des individus, on ne met pas en évidence de baisse globale du niveau d’immunité sur
une courte période de 2-3 ans aprés I’implémentation des mesures de lutte. 1l est probable que les
taux d’anticorps des adultes sont trop élevés pour pouvoir observer une décroissance rapide de
prévalence.

- a ’inverse on note une tendance a la baisse du niveau d’immunité chez les plus petits (< 5 ans) ce

qui traduit un contact diminué avec le parasite. La réponses anticorps contre MSP4 et PF13, semble
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le marqueur le plus intéressant a surveiller dans ce sous-groupe. Ce résultat pourrait compléter
celui deAskjaer et al., (2001) qui trouve une baisse des anticorps dirigés contre les antigenes de
surface du parasite (VSA) aprés quatre (4) années d’utilisation de moustiquaire imprégnée
d’insecticide chez des enfants d’une zone d’endémie (Tanzanie).

La réponse contre I’Ag de salive de moustique est également un marqueur intéressant, cependant les
amplitudes de réponses mesurées sont relativement limitées de 100 a 400 unités en MFI. De
récentes études ont montré que le marqueur salivaire gSG6-P1 est un bon indicateur de suivi
opérationnel de I’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide (Drame et al., 2012;
Drame et al., 2013).

Enfin un point important a noter est justement le profil général des réponses Ac, notamment pour
I’Ag extrait de schizonte ou I’antigéne du mérozoite MSP4 : ils montrent bien que les populations
vivent en forte zone d’endémie avec des niveaux d’Ac croissantS en fonction de I’age et ou les
individus les plus agés gardent un fort bruit de fond d’immunité, méme lors d’un recrutement
symptomatique. Ce profil age-dépendant présent en 2010 se retrouve en 2013 avec les plus petits (<
5ans) ayant des réponses qui semblent plus basses et témoigneraient de 1’effet des mesures de lutte.
En somme la stratégie multiplex Magpix pourrait méme durant le paludisme symptomatique aider
au suivi des variations de la transmission et au suivi de la mise en ceuvre des stratégies de controle

local et de la prévention du paludisme.

Répertoire des Ac auto-réactifs et Paludisme asymptomatique

Pour obtenir un apercu du role joué par les auto-anticorps dans la forme asymptomatique du
paludisme, la relation entre les réponses d'anticorps spécifiques du parasite et le répertoire auto-
réactif a été étudiée chez les asymptomatiques et enfants atteints de paludisme simple avec des
controles de la zone hyper-endémique Abobo, (Abidjan, Cote d’Ivoire). Contrairement aux études
antérieures 1’analyse du répertoire d'auto-réactivité dans les trois groupes de participants a été
réalisé au moyen d'une approche quantitative qui a permis I'analyse d'un grand nombre d'antigenes.
(Fesel et al., 2005; Guiyedi et al., 2007). Il a été montre une réponse IgG total et 1gG3 auto-
réactive significativement plus élevée chez les asymptomatiques. que chez les patients présentant un
paludisme simple. La réponse auto-anticorps IgG a été corrélée avec I'age. Ces résultats corroborent
les études précédentes qui ont démontré une forte réponse 1gG auto-réactive contre les antigenes du
cerveau chez les asymptomatiques a P. falciparum et P. vivax respectivement au Gabon (Guiyedi et
al., 2015) et Brésil (Gomes et al., 2013). Ceci peut traduire également une consommation des auto-
anticorps au cours de 1’accés palustre, ou I’induction des anticorps spécifiques diminuant

relativement les auto-anticorps (puisqu’une quantité fixe d’IgG est déposé sur les membranes
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d’immunoblot). Cette réponse auto-réactive pourrait étre la conséquence de la réactivité des auto-
anticorps naturels. Bien que ce soit encore un sujet de discussion (Dighiero, 1997). Nous pouvons
considérer que deux types de réponses auto-anticorps existent : un type correspondant aux auto-
anticorps qui accompagnent les maladies auto-immunes (appelés auto-anticorps pathogenes souvent
de type IgG). Des exemples sont les anti-ADN ou anticorps anti-nucléaires (ANA) associé au lupus
érythémateux systémiques, les anti-érythrocytaires des anémies hémolytiques, le facteur rhumatoide
de la polyarthrite rhumatoide (PR), I’anti-thyroide et de I'anti-thyroglobuline associée a la thyroidite
auto-immune; pour ne citer que ceux-la (Gehrs & Friedberg, 2002; Okten et al., 2006). Le second
type comprend les "anticorps naturels” décrit en premier par I'équipe de Avrameas a l'Institut
Pasteur de Paris (Dighiero et al., 1982; Guilbert et al., 1982). Ces auto-anticorps naturels sont
essentiellement des IgM, mais comprennent aussi des IgG et IgA qui constituent une fraction des
immunoglobulines circulantes (Coutinho et al., 1995). Ils sont physiologiquement présents chez
tous les individus, ils augmentent avec 1’age (Dasse et al., 2011; Mouthon et al., 1996) et
contribuent a 1’auto-réactivité naturelle dont la régulation est assurée par des mécanismes cellulaires
et humoraux (Durand et al., 2009). Les auto-anticorps ont une activité poly-réactive, qui
permettent une réaction du systeme immunitaire innée contre une invasion par n’importe lequel des
agents pathogenes. (Zhou et al., 2007). Ces mécanismes sont connus comme étant les premieres
lignes de défenses contre les micro-organismes avant la mise en place de la réponse immunitaire
adaptative.

Il est évident que si I'on prétend qu'une réponse auto-réactive peut agir sur les parasites, I'existence
de réactions croisées entre auto-antigéne et antigéne du parasite doit étre prouvée. Une relation
étroite entre les antigenes du parasite et les auto-antigénes a déja été démontrée, a I’aide d’Ac
monoclonal spécifique du parasite (Brahimi et al., 2011). En effet, ces travaux entrepris par
I’équipe de Ribeiro montraient que les sérums de patients atteints de maladie auto-immune ainsi que
des Ac monoclonaux de souris réagissent avec différents isolats de P. falciparum et ceci représente
une preuve supplémentaire de I'existence du partage de structure antigénique entre I'nbte et le
parasite. Cependant, dans notre étude sur des sujets en cours d’acceés palustre, nous n’avons pas
retrouvé de corrélation entre les réponses d'anticorps spécifiques du parasite et ceux auto-réactifs.
Ceci suggére que la réponse auto-réactive lors d'une infection a P. falciparum ne peut pas étre
exclusivement attribuable a une réaction croisée entre les antigenes du parasite et de I'hote.
L’activation polyclonale des lymphocytes B est cependant bien décrite au cours de 1’accés palustre
puisque c’est elle qui favorise 1’apparition du lymphome de Burkit chez les enfants vivant en zone
d’endemie (Rafaramino et al., 2001). Si le role des auto-anticorps a été exploré au cours des
infections virales et bactériennes (Baumgarth et al., 2005), peu d’études ont été menées au cours

du Paludisme. Certaines études ont cependant montré la production d’auto-anticorps contre
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I’antigéne Glycosyl Phosphatidyl Inositol (GPI) du globule rouge au cours de I’infection
plasmodiale (Nebl et al., 2005). La réactivité contre ces antigénes érythrocytaires pourrait
contribuer & la protection contre les stades sanguins de P. falciparum (Cissoko et al., 2006) ou
simplement témoigner de la lyse cellulaire induite par le parasite. Pourtant on a pu observer une
protection contre les formes graves du paludisme associé a la réduction de la cytoadhérence des
globule rouges parasités aux cellules endothéliales grace a la production d’anticorps dirigés contre
la protéine bande-3 des érythrocytes infectés. (Hogh et al., 1994; Goel et al., 2003).

L’implication de mécanisme auto-réactif ayant des cibles antigéniques non-érythrocytaires a
également été évoquee dans la protection contre le paludisme (Menoret et al., 2000; Semblat et al.,
2006). Méme si trés peu d’étude sont actuellement disponibles sur le role des auto-anticorps dans la
protection contre le paludisme chez ’homme, les modéles expérimentaux ont permis de mettre en
évidence une prolifération des lymphocyte B au cours de I’infection par P. chabaudi chabaudi
responsable de la production importante d’auto-anticorps anti-ADN associé a la résistance contre la
maladie et a la survie des souris BALB/cJ (Yoder & Goodrum, 2001). La méme observation a été
faite avec des souris DBA:2 (H-2d) qui présentaient une prolifération des lymphocytes B220 et une
secrétion importante d’auto-anticorps anti-ADN associé a une évolution non létale apres une
infection par P. yoleii (Bakir et al., 2006).

Les antigénes utilisés dans ce volet de notre travail proviennent d’extrait de tissus cérébraux
humain; une question importante que 1’on pourrait se poser est celle de savoir pourquoi la réactivité
des IgG chez les porteurs asymptomatiques n’a pas été pathogene vis-a-vis de leurs propres
antigenes ? Ce phénoméne pourrait s’expliquer par le fait que les auto-anticorps n’ont pas
nécessairement un réle immunopathologique. En effet, lorsque Jarra et al., (1986) a estimé en
premier que, pour étre efficace, la réponse immunitaire contre le parasite devrait inclure une
réponse auto-réactive, ils ont admis que cela pourrait méme étre au risque d'induire une
immunopathologie. Les études publiées a ce jour, et celui que nous réalisons nous améne a croire
que ce n’est pas nécessairement le cas. L'argument le plus important en faveur de l'idée que les
auto-anticorps peuvent ne pas étre associé a une immunopathologie est basee sur le travail accompli
par les équipes de Avrameas et Dighiero (Dighiero, 1997). Ces auteurs ont pu étudier un panel de
612 protéines monoclonales obtenues de patients atteints de myélome multiple ou de la maladie de
Waldenstrom, et ceux-ci démontrent que 35 soit 6 % de ces protéines monoclonales ont présenté
une activité auto-réactive naturelle sans preuve de toutes manifestations cliniques de maladie auto-
immune.

Ce travail met également en évidence un groupe d’antigénes d’extrait de cerveau particuliérement
bien reconnu par les immunoglobulines plasmatiques des individus asymptomatiques. Ces

molécules interagissent entre elles, formant deux types de réseaux : actine (impliqué dans le
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cytosquelette) et réeseau enzymatique constitué de succinate-CoA ligase, acétyl-CoA acyltransférase
2, acyl-CoA déshydrogénase, glutaryl-CoA déshydrogénase. Une forte réactivité anticorps contre
certaines composantes du cytosquelette a été montrée récemment chez des individus infectés par
Plasmodium sp. (Liew et al., 2015). En outre dans le modele expérimental d’infection par
Plasmodium chabaudi, il a été observé que la souris infectée, développe une intense réponse
immune contre les composantes telles que 1’actine, la myosine, la myoglobine, et la spectrine du
cytosquelette (Ternynck et al., 1991). Les enzymes identifiées dans cette étude sont connues pour
leur implication dans le métabolisme des lipides. Ce meétabolisme est souvent régulée par la
réponse pro inflammatoire qui intervient aussi dans le paludisme (Russo-Marie, 1998; Lyke et al.,
2004).

Les proteines identifiés sont en majorité intracellulaire, et leur libération pourrait résulter de la lyse
des hématies (Balde et al., 1995; Toure-Balde et al., 1996). Cependant, I’implication des anticorps
contre ces protéines dans la protection clinique du paludisme devrait étre biologiquement prouvée.
L'origine des anticorps auto-réactifs induits lors du paludisme reste incertaine. Les auto-anticorps
associés au portage asymptomatique dans le paludisme peuvent étre dérivés de cellules B CD27 +
de la zone marginale qui sont développés dans certaines maladies auto-immunes. (Thien et al.,
2004; Cerutti et al., 2013).

Si I’on commence a mieux comprendre les nombreux mécanismes par lesquels 1’organisme humain
peut contrdler les parasites chez les porteurs asymptomatiques, a I’inverse on connait également les
trés nombreuses stratégies d’échappement dont ceux-ci sont capables (induction d’apoptose,
prolifération polyclonale des lymphocytes B, inhibition par 1’oxyde nitrique et les prostaglandines,
antigenes a séquences répétées, variation antigénique, mimétisme des antigénes de I’hote).
Cependant 1’équilibre entre le portage asymptomatique et l'accés clinique reste largement
inexpliqué notamment en ce qui concerne ses variations avec ’intensité de la transmission de la

maladie.

L’¢étude réalisée afin de comprendre I’impact du niveau de transmission du paludisme sur les
réponses auto-réactives qui semble étre utile au portage asymptomatique, a montré une baisse de
I’auto-réactivité quand la transmission est faible et ceci en relation avec les mesures de contréle de
la maladie. 1l faut signaler, qu’en dépit de 1’hétérogénéité individuelle, les réponses auto-anticorps
dirigées contre les bandes S6, S10, S11, S12 et S13 d’extrait de cerveau discriminent parfaitement
les sites selon I’intensité de la transmission du paludisme. Ainsi les protéines contenues dans ces
bandes pourraient étre de potentiels marqueurs épidémiologiques. Ces auto-anticorps présentent une
stabilit¢ immunologique (en dehors de la génétique de 1’hote) contrairement aux réponses

antiparasitaires qui sont sujettes a de grande variation due aux variabilités antigéniques du parasite.

129



L’infection par Plasmodium étant susceptible d’induire une production d’auto-anticorps pouvant
contribuer a 1’élimination du parasite, les cibles de ces auto-anticorps pourrait étre aussi des
antigénes exprimés a la surface du parasite. La question du rdle éventuel de cet antigéne dans
I’induction de réaction croisée avec I’antigéne du soi demeure non élucidée. Et nous ne pourrions
que renforcer la spéculation sur les liens eéventuels entre antigéne du parasite et celui du « soi »
d’autant plus que nos observations mathématiques mettent en lumiére des corrélations positives
entre la réactivité de certaines bandes de protéines du cerveau (obtenu sur immunoblot) avec les
réponses 1gG spécifiques aux peptides du parasite.

Les seuls antigénes parasitaires pour lesquels nous avons observé une différence de réactivité entre
les malades et les porteurs asymptomatiques ont été MSP4 ; SALSA ; PF13; AMA1 et PmCSP.
Ces antigenes pourraient jouer un réle déterminant dans la mise en place d’une réponse parasitaire
protectrice. En effet AMAL est un Ag du p6le apical du mérozoite, impliqué dans le phénomene
d’invasion des GR. C’est aussi un Ag présent dans les micronémes des sporozoites, qui pourrait
donc également jouer un role dans I’invasion des hépatocytes. Il est connu que la variation
antigénique a la surface du mérozoite permet au parasite d’échapper au systtme immunitaire en
présentant différentes séquences d’acides aminés de MSP-1, qui est la protéine majeure de surface
du mérozoite. Cette région antigénique a un rdle important dans le processus d’invasion des
hématies, comme le montre I’'immunisation expérimentale d’animaux par des protéines
recombinantes (Kedzierski et al., 2002; Zhang et al., 2005). Pour ces raisons, ces peptides sont
considérés comme de bons candidats pour 1’élaboration d’un vaccin. Cependant, aucun de ces
antigénes n’a la capacité d’induire une réponse protectrice totalement efficace et durable.

Par ailleurs, les érythrocytes infectés expriment des antigénes parasitaires a leur surface qui peuvent
étre la cible de la réponse immunitaire. Le mieux caractérisé de ces antigénes est le Plasmodium
falciparum erythocyte membran antigen-1 (PfEMP-1) impliqué dans la séquestration des hématies
parasitées. La structure moléculaire de (PfEMP-1) est complexe constituée de domaines différents
codant pour I’expression d’antigéne PfEMP-1 a la surface des globules rouges parasités. Nos
résultats montrent une augmentation significative des anticorps specifiques dirigés contre cet
antigene (domaine 13 PfEMP-1_13) chez le groupe asymptomatique, qui les protegerait de la forme
grave du paludisme (Abdel-Latif et al., 2002; Janes et al., 2011).
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CONCLUSION & PERSPECTIVES
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La réponse immune au cours du paludisme, par sa composante d’anticorps joue un réle aussi
bien de reflet épidémiologique que dans le contrdle du devenir de la maladie. Notre étude réalisée
sur deux fronts (épidémiologie et protection) suggére :

-d’une part que des mesures de profils de réactivité contre un panel d’antigénes en utilisant le
systéeme multiplex peuvent contribuer positivement a un suivi des mesures intégrées de lutte contre
le paludisme. Un panel d'antigenes, couvrant les cibles des différents stades parasitaires sont
utilisables, y compris des antigénes provenant d'autres especes de Plasmodium. Cette partie de notre
étude montre que d'autres investigations sont nécessaires; (i) en terme de transversalité par
I’élargissement a plusieurs sites sentinelles couvrant les divers aspects épidémiologiques en Cote
d’Ivoire ; (ii) en terme de suivi longitudinal, les sites doivent faire I’objet d’investigations annuelles
permettant de signer 1’évolution du background immunitaire vers une baisse attendue. Un tel
profilage dynamique et multicentrique de I'immunité a l'aide de biomarqueurs (sérologiques)
permettrait d’établir une cartographie immunologique évolutive des stratégies d’interventions et une
aide pour les mesures de prévention vers I'élimination du paludisme. Des évolutions des niveaux de
réponses en suivi longitudinal, comme soulevé a Abobo entre 2010 et 2013, semble difficile a
mettre en évidence sur une courte période avec un seul point d’analyse chez les patients
symptomatiques. Cette approche des cas symptomatiques, qui semble plus discriminante entre les
différents sites devrait étre accompagnée d’analyses transversales chez des cohortes d’individus
asymptomatiques, notamment de jeunes scolarisés qui apportent une excellente photographie
complémentaire de la situation du paludisme dans un site donné. Une investigation plus large
géographiquement (nombre de sites) plus diversifiée (enquéte scolaire dans la méme zone) serait
nécessaire d’une part pour préciser 1’exactitude de cette approche et d’autre part pour sélectionner le
nombre de biomarqueurs minimum pour générer cette information au meilleur compte..

-Par ailleurs certains facteurs humoraux associés a I’immunité ‘’anti-maladie’’ chez les porteurs
asymptomatiques ont pu étre examinés. Pour étre efficace, la réponse immunitaire contre le parasite
devrait inclure une réponse auto-réactive. Notre é¢tude montre 1’existence d’une composante auto-
réactive induite au cours de I’infection par Plasmodium associée vraisemblablement au processus
impliqué dans la protection contre la maladie chez les porteurs asymptomatiques. L’augmentation
de la réponse auto-réactive est associé a une baisse de la réponse IgG totale antiparasitaire 3D7 chez
les porteurs asymptomatiques. Cette réponse auto-réactive diminue quand les mesures de luttes et
de contrdle du paludisme augmentent. Les réactivités d’immunoglobulines 1gG sériques contre les
bandes de protéines S6, S10, S11, S12, et S13 d’extrait de cerveau (de poids moléculaire compris
entre 50-75 kDa) discriminent les sites de transmission différente ; ces bandes pourraient abriter

des protéines de 1’hote qui peuvent étre utilisées comme marqueurs épidémiologiques.
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Perspectives

Eu égard I’importance de la réponse anticorps dans le suivi des mesures de lutte et dans la
protection contre le paludisme, nous envisageons :

- d’inclure dans notre systéme multiplex d’autres antigénes de pathogenes responsables de
syndromes fébriles, notamment les arbovirus (pour déterminer le dégré de co-circulation dans la
zone) ou tout autre agent infectieux dont la co-infection peut moduler la réponse anticorps.

- de caracteriser et valider les marqueurs auto-réactifs identifiés dans la réponse protectrice (B et y-
actine, acétyl CoA...) sur des cohortes longitudinales.

-en plus de ces réponses anticorps, il conviendra, par ailleurs, d’évaluer la réponse cellulaire et les
facteurs de régulation (Cytokines et chémokines) pour apprécier toute la complexité de la réponse

immunitaire au cours du paludisme.
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EDC [Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride (EDC or EDAC)] Reagent

e EDC (Pierce, 10mg, Ref-77149)

e Sonicateur (= bain ultrasons)

e Centrifugeuse pour tubes eppendorf 1.5/2.0 ml

e Agitateur rotatif

e Aimants de paillasse pour tube eppendorf 1.5 mL :

(0]

(0]

1 Luminex Tube Magnetic Separator pour 1 tube 1.5/2.0 ml

1 rack BILATEST magnetic separator M12 pour 12 tubes 1.5/2.0 ml

3) Modalités
Attention : toutes les étapes doivent étre réalisées a I'abri de la lumiére directe (pénombre)

Billes (vortex & sonication)

A\ 4

Lavage billes : Activation buffer

Centrifugation + Aimant
Vortex + sonication

Activation billes : Ajout de Sulfo-NHS et

EDC

Vortex
A 4

Incubation 2x 10 min (vortex)

A

Lavage billes activées: Activation buffer

Centrifugation + Aimant
Vortex + sonication

Couplage des antigenes : ajout des
protéines recombinantes ou BSA-

A 4

Homogénéisation billes + Ag (vortex)

Incubation (agitation/rotation a 15-
30 rpm, RT, 2h)

Centrifugation + Aimant
v Vortex + sonication

Lavage billes-Ag couplés : Wash buffer

Centrifugation + Aimant
Vortex + sonication

Comptage des billes & stockage 4°C




4) Protocole
couplage pour 2.5 x 10° billes (région basse concentration) ou 5 x 10° billes/tube

A- Les billes magnétiques doivent étre tenues a I’abri de la lumiére tout au long du couplage
(recouvrir les tubes de couplage avec du papier alu).

B- Utiliser un jeu de pipette d’aspiration par région de billes : 1 pipette pour I'Activation
Buffer et une pipette pour le Wash Buffer.

C- Les billes s’agrégent : bien vortexer + sonication a chaque étape.

D- Le couplage et la stabilité des antigénes peuvent étre affectés par la température. Eviter de
réaliser le couplage si la température ambiante > 22-24°C. Réaliser la manipulation t6t le
matin (dés 7h00).

1- Laisser les billes et les réactifs du kit de couplage revenir a température ambiante pendant 20-30
min

2- Identifier et couvrir de papier alu les tubes de couplage “low binding” 1.5 mL du kit
3- ldentifier les pipettes du kit :
¢ Région et antigene
e Activation buffer vs Wash
4- Bien séparer les billes : Vortex (10s) et sonication (10s) des flacons de billes magnétiques (Répéter 3 fois).
5- Transférer les billes dans un tube de couplage “low binding” 1.5 mL
6- Centrifuger a 2 8000g (centrifugeuse REMI : 8000 rpm) pendant 3 min
7- Placer le tube sur I'aimant de paillasse pour 12 tubes eppendorf 1.5 mL pendant > 4 min
8- Placer le tube sur le mini aimant de paillasse pour 1 tube eppendorf 1.5 mL pendant 1 min

9- Enlever le surnageant en utilisant les pipettes « Activation buffer » du kit en maintenant le tube
sur le mini-aimant

10- Laver les billes (x2)
e Ajouter 500 pL d’Activation Buffer
¢ VVortex (10s) et sonication (10s)
¢ Centrifuger, 28000g, 3 min
¢ Placer le tube sur I'aimant de paillasse pour 12 tubes pendant >4 min
¢ Placer le tube sur le mini aimant de paillasse pendant 1 min

¢ Enlever le surnageant en utilisant les pipettes marquées « Activation buffer » du kit



11- Ajouter I'Activation Buffer au culot de billes QSP 480 uL
e Ex:s'il reste 50 pl dans le culot, ajouter (480 - 50 =) 430 pl d’Activation Buffer

e NB : lestubes de couplage sont gradués (1ére graduation = 100ul)

12- Vortex (10s) et sonication (10s)
13- Vortexer + homogénéiser par inversion le tube de Sulfo-NHS
14- Ajouter 10 pL de Sulfo-NHS aux billes

15- Préparer la solution d’EDC

Ajouter 250 uL d’activation buffer au 10 mg d’EDC

Homogénéiser par inversion + vortex

e Attention : la solution d’EDC s’utilise extemporanément & rapidement. Elle ne peut jamais
étre réutilisée. Il s’agit donc d’un réactif précieux, limitant I'usage du kit.

16- Ajouter 10 pL d’EDC aux billes/sulfo-NHS

17- Vortexer

18- Incuber 10 min a température ambiante a I'abri de la lumiere

19- Vortexer

20- Incuber 10 min a température ambiante a I'abri de la lumiére

21- Centrifuger a = 8000g (centrifugeuse REMI : 8000 rpm) pendant 3 min

22- Placer le tube sur I'aimant de paillasse pour 12 tubes eppendorf 1.5 mL pendant >4 min
23- Placer le tube sur le mini aimant de paillasse pour 1 tube eppendorf 1.5 mL pendant 1 min

24- Enlever le surnageant en utilisant les pipettes « Activation buffer » du kit en maintenant le tube
sur le mini-aimant

25- Laver les billes (x3)
¢ Ajouter 500 pL d’Activation Buffer
¢ Vortex (10s) et sonication (10s)
e Centrifuger, 2 8000g, 3 min
e Placer le tube sur I'aimant de paillasse pour 12 tubes pendant 24 min
¢ Placer le tube sur le mini aimant de paillasse pendant 1 min

¢ Enlever le surnageant en utilisant les pipettes « Activation buffer » du kit



26-

27-

29-

30-

31-

32-

33-

34-

35-

37-

38-

Ajouter I'antigéne (protéine recombinante ou peptide-BSA) :
e 5 pg d’Ag pour 10° billes = 12.5 pg d’Ag pour 2.5*106 billes ou 25 pg d’Ag pour 5*10° billes
e X uL Ag + Activation buffer gsp 500 plL
¢ Ajouter dans I'ordre I’Activation Buffer puis I'Ag

e Remplir le tableau de I’Annexe 1

Vortexer 10 sec

Incuber pendant 2h a température ambiante sous agitation (rotation) les billes activées et les
antigénes. Homogénéiser par inversion 1h apres le début de I'incubation.

Placer les tubes de couplage 1.5 mL dans un tube Falcon 15 ml, sans capuchon

Couvrir la partie supérieure du tube Falcon de papier alu, de fagon a couvrir et maintenir le tube
de couplage dans le tube Falcon

Centrifuger a 2 8000g (centrifugeuse REMI : 7500 rpm) pendant 3 min
Placer le tube sur I'aimant de paillasse pour 12 tubes eppendorf 1.5 mL pendant 24 min
Placer le tube sur le mini aimant de paillasse pour 1 tube eppendorf 1.5 mL pendant 1 min

Enlever le surnageant en utilisant les pipettes « Activation buffer » du kit en maintenant le tube
sur le mini-aimant

Laver les billes (x3)

* Ajouter 500 pL de Wash Buffer

¢ Vortex (10s) et sonication (10s)

e Centrifuger, =2 8000g, 3 min

e Placer le tube sur I'aimant de paillasse pour 12 tubes pendant 24 min
e Placer le tube sur le mini aimant de paillasse pendant 1 min

¢ Enlever le surnageant en utilisant les pipettes « Wash » du kit

Reprendre les billes-Ag dans 1 mL de Wash Buffer (ajuster en fonction de la quantité résiduel de
wash buffer)

Vortex (10s) et sonication (10s)
Laver les flacons bruns opaques de stockage des billes avec du Wash buffer

Transférer les billes-Ag couplés dans leur flacon brun opaque d’origine

Comptage des billes-Ag sous cellules de Malassez

e Mélanger 20 pl billes + 20 uL PBS (ou bleu trypan ou wash buffer)



¢ Monter la lamelle orthoplane sur la cellule de Malassez en humidifiant les 2 supports. La lamelle
doit tenir toute seule si I'on renverse la cellule.

e Remplir la chambre a I'aide d’'une micropipette en faisant attention (1) a remplir I'entiereté de la
chambre, (2) a ne pas faire déborder le liquide en dehors de la chambre, (3) a ne pas contaminer
la chambre voisine.

e Compter le nombre de billes dans 10 carreaux quadrillés (contenant chacun 4*5 petits carrés) =
N

- Compter les billes dans ces
i i = | 10 carreaux : total =N
LIIIII lllll ;;; ‘IIIII LIIIII




e Nombre de billes / mL =N * 10000 * 2 (dilution)

e Comme la cellule de Malassez contient 2 chambres, on peut compter la concentration en billes
de 2 régions dans une cellule montée

¢ Pour plus de facilité, introduire les comptages dans le tableur excel « Etape 38 - Comptage des
billes en cellule de Malassez et calculs des dilutions pour le multiplex »

39- Passer le multiplex a vide sur le MagPix pour controler le nombre de billes :

e Sur une plaque Corning sur laquelle au moins 2 puits sont disponibles, diluer un volume
contenant théoriquement 2000 billes/région (Caractéristiques du multiplex brut : Volume/éch (ul)
a tester) QSP 120 ul en duplicate

¢ Activer le MagPix et I'ordinateur. Ouvrir le logiciel xPONENT. Sélectionner le protocole «
Comptage billes » (prélevement de 80ul). Vérifier la localisation des puits a tester (A1-H12).
Cliquer sur Run.

e Introduire les résultats dans la feuille excel « Etape 39 - Comptage des billes sur MagPix et
ajustement des dilutions pour le multiplex ». Cette feuille est liée a I'étape précédente dans le
document excel.

* Si le comptage moyen de billes est <2000 billes/région sur le MagPix, recalculer la dilution et le
volume final a ajouter a chaque échantillon en fonction du comptage du nombre moyen de billes.

¢ Si I'un des comptages est inférieur a la moyenne-2 ET (colonne Validation min de billes), ajouter
de la solution en monoplex correspondante pour ajuster a la moyenne.

e Ajuster le volume de la solution de billes multiplexées afin d’obtenir un volume pratique a
I’'emploi.

40- Stockage des billes-Ag a 4°C, a I’abri de la lumiere

5)

6)
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Analysis of antibody profiles @
in symptomatic malaria in three sentinel sites

of Ivory Coast by using multiplex, fluorescent,
magnetic, bead-based serological assay
(MAGPIX™)

David Koffi"*f, André Offianan Touré'", Marie-Louise Varela?, Inés Vigan-Womas?, Sylvain Béourou',
Somela Brou*, Marie-France Ehouman?, Laeticia Gnamien?, Vincent Richard®, Joseph Allico Djaman*
and Ronald Perraut®”

Abstract

Background: Advances in malaria control have reduced the burden of disease resulting from exposure to parasite
infections. The consequences on naturally acquired immunity are unclear. A magnetic bead-based immunoassay
(MBA) to assess antibody levels in populations living in endemic areas was previously evaluated. In this study, the
effect of clinical attacks on immunity was analysed in three sentinel sites of lvory Coast.

Methods: Recombinant proteins or peptides derived from liver or blood stage antigens of Plasmodium falciparum
(CSP, LSA1,,, LSA3, SALSA, PF13-DBL1a,, GLURP, AMA1, MSP1p19, MSP4p20), the CSP of Plasmodium malariae and

the salivary glands antigen of Anopheles gambiae (gSG6) were covalently linked to a colour-coded microsphere
(Luminex™ beads) for the multiplex assay. ELISA was used for whole parasite extract antigen. Blood samples (n = 94)
of patients consulting for symptomatic malaria attacks and living in three different malaria endemic settings (rural and
periurban) were analysed.

Results: Highly variable seroprevalence of antibody responses against parasite antigens was found ranging from 3
(gSG6) to 97 % (MSP4p20). A marked prevalence and significantly higher level of antibodies was found in patients
from the rural site (Korhogo), those harbouring the lowest level of parasitaemia. The use of whole schizont extract
could not discriminate immunity level, contrary to parasite-derived recombinant proteins or peptides. Prevalence

of responders to LSA1,, and levels of antibodies to PF13 were significantly different between the three settings.
Moreover, the post-treatment clearance of parasites was clearly associated with a significantly higher level of antibody
response for almost 50 % of the parasite antigens tested.

Conclusion: The multiplex MBA-Magpix technology assay provides an accurate high throughput monitoring of
parasite-specific antibodies during symptomatic malaria. The levels of antibody responses may provide a risk criterion
with respect to the degree of parasitic infection. Additionally, they can be used as an indicator in the implementation
of malaria prevention and local control strategies.
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Background

Malaria is caused by a protozoan parasite of the genus
Plasmodium. In Ivory Coast, malarial endemicity has
been shown to be heterogeneous, depending upon vari-
ous bio-ecological areas [1]. The spread and occurrence
of malaria varies widely between villages and even within
the same village. Malaria surveillance is monitored
through a national malaria control programme (NMCP)
and follow-up with relevant sentinel sites around the
country. It has been established that areas of unstable,
low, malaria transmission such Gambia and Kenya are
characterized by a persistent risk of clinical malaria in
older children and adults whereas in areas with stable,
high-level of malaria transmission the risk of clinical
malaria decreases markedly after the age of 5 years [2, 3].

In the recent years, the large-scale deployment of
combined interventions strategies, including insecticide
impregnated bed nets, rapid diagnostic tests and efficient
combination therapy, led to a decrease of malaria burden
in several sub-Saharan African areas [4]. Several tools are
useful for follow-up progress of controls and decrease of
malaria burden. For estimating the risk of malaria trans-
mission or infection, the entomological inoculation rate
(EIR) is considered as a gold standard. The EIR is esti-
mated by the number of mosquito bites per man per
night multiplied by the proportion of sporozoite positive
mosquitoes [5]. Presently, with the decreasing transmis-
sion rate resulting from enlarged control programmes
and scarcity of positive mosquitoes makes this method
labour-intensive.

Another potential indicator of malaria transmission
relies on ELISA-based serology investigations by measur-
ing antibody responses against a set of antigens to evalu-
ate exposure, such as mosquito salivary antigen [5-7], or
different parasite-associated target antigens potentially
associated with protection to malaria [8—10]. However,
this technique can be used only for a limited number
of antigens. Therefore, new strategy such as multiplex
fluorescent bead-based assays have been developed by
Luminex® Corporation and allows the simultaneous
testing of several serological markers together, provid-
ing capacity for accurate high throughput monitoring of
malaria immunity [11-14].

Passive transfer experiments demonstrated that anti-
bodies are major determinants of malarial protec-
tive immunity in human [15, 16]. Immunoglobulin G
(IgGQ) antibody responses to a number of vaccine can-
didate antigens, including pre-erythrocytic antigens

circumsporozoite protein (CSP) [17], liver-stage antigen
1 (LSA1) [17, 18], the blood-stage antigens as the mero-
zoite surface protein 1 (MSP1) [19-21] and the Apical
Membrane Antigen 1 (AMAL1) [22]. These antigens have
been associated with protection from clinical malaria in
an area of stable transmission. Antibody responses to
such vaccine candidates can also be investigated for use as
indicators of past and recent malaria transmission. In the
context of ongoing malaria elimination strategy, changes
and variations of antibody responses in different settings
could take place as useful monitoring tool requiring com-
bination of different markers [10, 11, 19, 20, 23].

In the present study, malaria-related immunity was
analysed by measuring antibody responses against 12
recombinant and peptide parasite antigens in individuals
from Ivory Coast using a magnetic bead-based multiplex
assay [24]. This pilot study involved an array of antigens
previously investigated [11, 13] with the aim to provide
immunology-related study in populations from this
country. Recruitment involved three groups of approxi-
mately 30 patients on the day of consultation for clinical
attacks in distinct geographical and malaria transmission
settings.

Different profile and levels of antibody responses
from malaria symptomatic patients according to differ-
ent transmission settings were evidenced. These results
indicate that the antibody response to antigens derived
from Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae or
Anopheles gambiae can also be used as relevant biomark-
ers to evaluate follow-up and prevention measures at
community level.

Methods

Study area, procedures for recruitment

Subjects were recruited in Korhogo, Man and Abobo,
three Ivorian malaria-endemic areas included in the Sen-
tinel National Network for Surveillance of Malaria. The
protocol of surveillance was approved by the National
Committee of the Ministry of Health. Individual
informed written consent was obtained from partici-
pants/parents/guardians. In case of an illiterate patient,
his/her thumb impression and signature of an independ-
ent witness were obtained. The study was conducted in
accordance with the local laws and regulations, Inter-
national Conference on Harmonization—Good Clini-
cal Practice (ICH-GCP). The protocol was reviewed
and approved by the Comité National d’Ethique et de
Recherche de Cote d’Ivoire (N°56/MSLS/CNER-dkn).
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Patients were enrolled in the pilot study in September—
November 2013, after the rainy season i.e., after the peak
of transmission.

Korhogo, located at 9°53’ latitude north and 6°49’ lon-
gitude west, bordering Mali and Burkina Faso, is a savan-
nah area with a tropical climate and a transmission period
of 6-8 months. The village of Man is located in the west-
ern forest and mountain area, at 7°24’ of latitude north,
7°33" longitude west. Rainfall is abundant (1800 mm/
year) and transmission occurs for 8—12 months. The site
of Abobo is located in the southern part of the township
of Abidjan, characterized by the presence of a lagoon
with transmission occurring year round.

Recent data on the cumulative EIR in Korhogo [25] or
Man were not available [26]. However, in the absence of
exact EIR, morbidity data collected from health facility
records in 2013, shown in Table 1, reflect the high level of
transmission in these endemic areas.

This study involved 94 patients consulting for sympto-
matic fever in health centres: formation sanitaire Anon-
koua-Kouté, centre de santé petit Paris, centre de santé
urbain de ‘Libreville, the respective healthcare centre in
Abobo, Korhogo, Man. Patients were treated and followed
up according to the standard national procedure. Diagno-
sis of malaria includes rapid diagnostic test (RDT), blood
sampling for biological investigations and blood smear
for parasite counting. Parasitaemia was counted on thick
blood smears by two experienced microscopists. In case
of discrepancy, smears were confirmed by a third count-
ing. Characteristics of the three groups are summarized
in Table 1. All patients were hospitalized, treated and
followed up daily from day O to day 3 with artemether—
lumefantrine combination. Parasitaemia was recorded
every 24 h, up to two consecutive negative blood smears.
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Parasite clearance time (PCT) and its related clinical phe-
notype (delayed PCT) were recorded for each patient.
These indicators are defined respectively as the time
between treatment and the first negative slide, and as the
proportion of patients still parasitaemic on days 2 or 3. An
individual questionnaire for each patient recorded gravity
symptoms (graded as none, moderate, intense), the use of
bed nets and previous unprescribed individual use of anti-
malarials. For all patients, almost complete PCT within
4 days was observed after treatment. The procedure
included a recall of patients on days 7, 14, 21, 28, and 42
for confirmation of complete cure, tolerability and para-
sitological monitoring. No recrudescence of infections
was recorded in any patients followed up. Plasma samples
after biology processing at day 0 were collected upon cen-
trifugation, and stored at —20 °C until further analysis.

Antigens and peptides

Three soluble recombinant proteins and eight peptides
conjugated to bovine serum albumin (BSA) specific to
P falciparum, P. malariae and A. gambiae salivary pep-
tide gSG6 antigen (Ag) were included. BSA provided by
peptide manufacturer was used as carrier control. The
peptides used in this study were designed as already
described [11]. A N-terminal cysteine residue was added
to allow a unidirectional coupling to BSA and was done
by the manufacturer (GenScript HK Inc.,Hong Kong,
China,). Purity of each BSA-peptide was estimated >85 %
by HPLC and mass spectrometry. The sequence of the
peptides used was as follows:

CSP: (NANP);—~NVDPNVDPC;
LSA1l,;: LAKEKLQEQQSDLEQERLAKEKLQEQQSDL
EQERLAKEKEKLQC;

Table 1 Context and characteristics of the study population

Characteristics

Abobo

Korhogo

Man

Geographical situation

Township Abidjan

Northern Savannah

Western forest

N° patients 31 32 31

Ne children <5 years old 3 5 10

Age mean-median (range) 14-9.5 (2-54) 19.6-10.5 (1-70) 13.9-10 (1-59)
Mean parasitaemia and 103,706 28474 52,336

[range parasitaemia] (in trophozoite per mL) (3480-832,000) (2030-92,800) (247-465,800)
Haemoglobin: mean [range]-G/L 109 (8.1-12.9) 10.7 (6.3-16.1) 9.2 (6.0-12.5)
Thrombocytes: mean [range]—103/uL 141 (32-309) 188 (37-530) 189 (26-536)
Duration of transmission season All year 6-8 months 8-12 months
Individual use of LLINs 27% 10% 20 %
Prevalence of clinical malaria™ 52% 14.7 % 183 %

% individuals with parasite clearance >24 h 90 % 13 % 32%

" Long-lasting impregnated nets: individual inquiry for use of bed nets before consultation

" The mean national level of prevalence of clinical malaria in Ivory Coast is 10.57 % (2013)
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LSA3: VLEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVC;
GLURP: EDKNEKGQHEIVEVEEILC;

SALSA: SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESAG;
AMA1: YKDEIKKEIERESKRIKLNDNDDEGNKKIIAP
RIFISDDKDSLKC;

P. malariae CSP: (NAAG),—~NDAGC and

A. gambiae salivary peptide 1 (gSG6-P1): EKVWVDRDN
VYCGHLDCTRVATFC.

The procedure for production and purification of the
NTS-DBLlal domain of the PfEMP1 (P falciparum
Erythrocyte Membrane Protein-1) adhesin encoded
by the 3D7/PF13 var gene has been reported elsewhere
[27]. Soluble recombinant protein corresponding to P
falciparum MSP1p19 and MSP4p20 was produced in the
baculovirus/insect cell expression system and purified by
metallo-affinity chromatography as described [28].

Coupling of antigen to beads

The covalent coupling of three recombinants antigens
(PF13, PfMSP4p20 and PfMSP1pl9) Ags and all the
eight peptides to carboxylated magnetic Luminex micro-
spheres by the carbodiimide reaction (Luminex Corp,
Austin, USA) was done using the xMAP®Antibody Cou-
pling Kit (ref 4050016, Luminex Corp, Austin, USA)
according to the manufacturer’s instructions as already
detailed by Perraut et al. (25). Briefly, 2.5 x 10° beads
from regions 26 to 39 were used in a working volume of
500 pL. All washing steps, buffer changing after 1-2 min
centrifugation at 8000xg, magnetic pelletting with the
Luminex® Magnetic plate separator (Luminex Corp,
Austin, USA), vortexing and sonication in water-bath
sonicator to disperse the beads was done following man-
ufacturer’s instructions. After carbodiimide hypochloride
(EDC) activation step, 5 pg of Ag per million beads was
added in the activation buffer and kept under rotation
mixing in the dark for 2 h. After pelletting and wash-
ing, the supernatant was removed and replaced by 1 mL
wash buffer and kept in the dark at 2—8 °C. Final count
of remaining beads using cell counter showed a mean
recovery of 98 % of the coupled beads. Efficient coupling
of Ag was controlled using positive individual and pool of
human sera. The coupled microspheres were kept in the
washing/storage buffer at 4 °C in the dark until use.

Bead-based assay for IgG antibodies

The custom-made Magnetic Bead-based MAGPIX®-
Luminex Assay (MBA), performed in a dimly lit room,
has been adapted to parallel the working steps used in the
standard ELISA technique as previously described [24].
Plates included two positive controls: a pool of human
Immune IgG (kind gift from Prof M Hommel) and a
pool of 25 sera from clinically immune adults living in
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the village of Dielmo (a holo-endemic area of transmis-
sion in Senegal). Pools of European and African non-
immune sera were included as negative control. Briefly,
2.5 pL aliquots containing 3000 beads per Ag from mix of
microspheres, kept in an opaque vial, were dispensed to
individual wells of a white, polystyrene, opaque, round-
bottomed microtitre plate (Ref 103977741, Fisher Scien-
tific, Illkirch, France). Duplicates of 100 pL plasma diluted
1:100 in PBS Tween 0.01 % BSA 1 % (PBSB) was added
in wells, mixed and incubated with the beads protected
from light on a microplate shaker (IKA®MTS, Wilming-
ton, NC, USA) at 350 rpm for 45 min. After removal of
plasma and two washing steps with 100 uL PBSB, 100 pL
of phycoerythrin-labelled goat anti-human IgG diluted
1:500 in PBSB was added (gamma-chain specific, F(ab"),
from Sigma, P-8047 St. Louis, MO, USA) and incubated
in the dark with shaking at 350 rpm for 45 min. After two
washes with 100 pL/well of PBSB, the beads were then
resuspended in 120 uL PBSB and analysed on a Multiplex
MAGPIX system (Millipore, USA) using the xPONENT
4.1 manufacturer’s software for acquisition. Antibody
responses were expressed in median fluorescence inten-
sity (MFI) per sample; individual positivity was consid-
ered when the signal was greater than [mean MFI signal
+3 SD of 6 naive control sera] as already described [12].

ELISA procedure

IgG responses were quantified by ELISA in duplicate
plasma samples diluted 1:100 as previously described
using whole parasite extract Ag from schizonts 07/03
Dielmo strain adapted to culture [21, 29, 30]. The same
positive and negative controls used for MBA were
used in each assay as standards for plate comparability:
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 sera. Results were
expressed as OD ratio = OD sample/OD naive serum
pool [30, 31]. Sera showing an OD ratio >2 were con-
sidered sero-positive, corresponding to the mean OD of
naive controls +2 SD.

Statistical analysis

Antibody levels and prevalence of responders in different
groups were compared using the Mann—Whitney signed
rank test, the Spearman rank correlation test for non-
normally distributed paired data and the Fisher exact
test. In case of multiple associated comparisons, Bonfer-
roni correction was applied. Statistical analyses were per-
formed using Statview 5.0 (SAS Institute Inc. 2011. Base
SAS® 9.3 Procedures Guide. Cary, NC: SAS Institute Inc.)
and R (R Core Team. R: a language and environment for
statistical computing. R Foundation for statistical com-
puting. Vienna, Austria. 2014).
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To study the correlation between level of parasitaemia
and levels of antibody responses, a log transformation
was used. The log-transformed data were shown distrib-
uted according to normal law using Shapiro—Wilk test.
So these variables were transformed into normally dis-
tributed variables before being included in the models.
Generalized linear model was used to compare parasitae-
mia level (considered as dependent variable) to each clin-
ical sign and setting (categorical variables) and antibody
responses.

Results

Characteristics of the cohort

Recruitment was done after the rainy season for 30
patients per village, a limited proportion of children
under 5 years old were included, except in Man (ten chil-
drens vs five and three in Khorogo and Abobo, respec-
tively). Mean age of the three groups was similar without
any significant difference in the age distribution between
the three settings (Table 1).

As shown in Table 1 and Fig. 1, levels of parasitae-
mia measured upon recruitment were highly variable,
with significantly lower levels in Korhogo, compared to
the other settings (P < 107°). These three settings are
high risk for malaria, the prevalence of clinical malaria
in Abobo is approximately 50 % lower than the mean
national level and 150 % lower compared to the rural
villages. Of note, urban patients recruited in Abobo suf-
fered highly parasitic clinical episodes: 10 and 30 % of the
patients harboured <10,000 or >100,000 trophozoites per
uL, respectively, compared to 26 and 16 % in Man, and 56
and 0 % in Korhogo for these cut-off parasitaemia levels.

Importantly, treatment was highly efficient: 55, 42 and
3 % of patients overall cleared their parasitaemia in 24,
48 and 72 h, respectively. As detailed in Table 1, the most
efficient clearance of parasites was observed in Korhogo
followed by Man and then Abobo villages.

Prevalence of antibody responses

Prevalence of antibody responses in the three settings
against the 12 biomarkers is summarized in Table 2. Prev-
alence levels were highly variable, ranging from 3 % (IgG
to gSG6 peptide) to 97 % (IgG to MSP4p20). For each set-
ting, the overall mean level of prevalence increased from
37 % in Man, 42 % in Abobo, to 66 % in Korhogo.

As detailed in Table 2, statistical comparisons of preva-
lence regarding individual biomarkers showed almost no
significant differences between Man and Abobo except
for LSA1,;. In Korhogo, prevalence of antibody responses
was significantly higher compared to the two other vil-
lages for CSP, LSA1,;, SALSA, AMA1, MSP4p20, and
P. malariae CSP. Prevalence of responders to PF13 was
significantly lower in Abobo (45 %) compared to the
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two other settings (71 %, 91 % in Man and Korhogo,
respectively).

Levels of IgG antibodies responses in the three settings
Levels of antibody responses are summarized in Table 2,
they are stated as Mean values and range [minimum-
maximum] in ODratio and MFI. Comparison of levels
of antibody responses are illustrated in Fig. 1 as box plot
for all antigens (Fig. 1a, b, ¢) and whole parasite extract
(Fig. 1le). As evidenced in Fig. 1, there are strong and
selectively higher antibody responses against all bio-
markers in individuals from the village of Korhogo, com-
pared to the other settings (P < 10~). When comparing
responses to biomarkers in Abobo vs Man, no significant
differences appeared except for PF13 (P = 0.04). Of note,
the IgG response against whole parasite extract (from
Senegalese strain 07/03) did not significantly discrimi-
nate any significant high level of antibody response in
Korhogo as did the set of biomarkers.

Inter-relation of antibody responses and correlation

of antibody responses with age

Results of analysis for inter-relation between antibody
responses against the different targets and the age of
individuals are detailed in Table 3. The results calculated
after Bonferroni correction for multiple comparisons
was also included. There was no significant correlation
between age and antibody responses against all targets
except for GLURP peptide (tho = 0.5, P < 107%). As sum-
marized in Table 3, a strong interrelation between anti-
body responses to almost all target antigens was found,
with an exception for somatic antigen and MSP1p19.
Inter-relation between antibody responses was not sig-
nificant for whole schizont extract antigen and MSP1p19;
it was intermediate for LSA3 and GLURP peptides.

Relationship of antibody responses with circulating
parasitaemia, haematological measures and clinical criteria
There was no correlation between parasitaemia observed
at recruitment (or log-transformed parasite density) with
antibody responses against all antigens except a signifi-
cant negative correlation with IgG responses to LSA3
(P < 1073) rho = —0.35 and PF13 (P < 10™%) rho = —0.41.

When stratifying parasite densities under and over
50,000 trophozoites per pL, only antibody responses
to PF13 remained significantly lower (P = 0.01) in indi-
viduals with high levels of parasites (approximately one-
third of the overall cohort). A significant relationship
was found between parasitaemia and thrombocytaemia
(P < 0.001), thrombocytaemia decreased when parasitae-
mia increased.

The relationship between immune responses and
the efficiency of treatment was analysed by stratifying
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clearance of parasitaemia between early (<24 h) and later
(48-72 h) delay of blood smear negativation. As shown in
Fig. 2, there was a general trend for higher antibody levels
in individuals with rapid clearance. In this group, higher
levels were found significant for 50 % of the biomarkers,
i.e, LSA3, SALSA, AMAL, PF13, MSP4p20, and PmCSP.

When investigating correlates with the records of
clinical signs, a significant relationship was found only
between parasitaemia and nausea (P < 0.01), parasitaemia
was higher in patients with nausea. In the multivariate
analysis, studying the relationship of parasitaemia with
PF13, LSA3, thrombocytaemia, nausea, village, the last
model was based only on PF13 and thrombocytaemia.
Parasitaemia decreased with PF13 level and increased
when thrombocytaemia decreased.

Discussion

The present study was undertaken to draw a first pro-
file of antibody responses to a large array of antigens in
three sentinel settings for malaria national surveillance
and treatment in Ivory Coast, a country with a high level
of endemicity [4]. There are few large-scale studies ana-
lysing precisely the prevalence of P falciparum malaria
and its recent history in Ivory Coast. However, observed
P. falciparum prevalence in previous surveys from cen-
tral and south-central Ivory Coast [1, 32, 33] underlined
that malaria is highly endemic and characterized by con-
siderable heterogeneity. In addition, the complex local
social-ecological contexts, including population influx,
might play a role resulting in an increase of presumed
and reported clinical cases from 2.8 to 4.7 million in 2012
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Table 2 Levels and prevalence of IgG antibody responses in the different sentinel sites
Antibody responses to Abobo Korhogo Man

IgG levelsf % p? 19G levels % PP IgG levels % pc
Scz_Ag® 1(1-7.3) 84 NSd 9(1-104) 81 NS 6(1-11) 68 NS
csp 0 (16-920) 26 <1073 602 (26 2834) 75 <1073 133 (21-2139) 13 NS
LSAT,, 376 (22-1475) 61 <0.05 1112 (31-8171) 84 <1073 88 (27-1774) 32 <0.04
LSA3 70 (16-676) 10 NS 143 (40-1035) 31 NS 79 (19-637) 10 NS
SALSA 2(18-886) 19 <1073 785 (26-7656) 59 <0.004 74 (22-376) 23 NS
AMAT 45 (21-814) 39 <1073 713 (47-3337) 84 <1073 142 (37-747) 35 NS
GLURP 403 (20-2006) 45 NS 1485 (38-7701) 50 NS 344 (29-1440) 35 NS
MSP1p19 1031 (34-2834) 81 NS 2203 (77-9058) 88 NS 946 (42-3305) 68 NS
MSP4p20 7 (22-4231) 77 <0.03 25 (90-10,674) 97 0013 831 (49-2455) 74 NS
PF13 351( -3820) 45 <1072 7(67 10,036) 91 NS 402 (33-1601) 71 NS
CSP P malariae 60 (24-370) 10 <0.016 2(33 3202) 38 <0.005 47 (25-267) 6 NS
gSG6 An. gambiae 66 (18-219) 6 NS 26 (25-452) 16 NS 83 (25-744) 3 NS

P Significant differences of prevalence by Fisher exact test

2 Abobo vs Korhogo, ® Korhogo vs Man, €Man vs Abobo, ¢ NS non-significant, ® ELISA measure of antibody responses against schizont extract expressed as mean OD
ratio, f Mean [minimum-maximum] antibody responses expressed in OD ratio (schizont extract) and MFI

and 2013, respectively [4]. Transmission can also change
depending upon climate and rainfall [34], as well as
potential changes of vector behaviour, such as adaptation
of A. gambiae to polluted water [35] or the strong natu-
ral heterogeneity in entomologic parameters of malaria
transmission [36].

In this context, affordable tools for evaluation and
monitoring of malaria control interventions, such as
immune biomarkers, can play a valuable role [9-11, 14].
Indeed, individual risk of infective bites depends substan-
tially of the use of bed nets, and here the proportion of
use was declared <30 % and slightly different between the
settings Abobo > Man > Korhogo (Table 1). In addition,
deep change in behaviour of A. gambiae sub-population
can add a possible source of increasing transmission [37].

Recruitment of patients with non-severe clinical
malaria was a first pilot approach, regarding which clini-
cal infection by P, falciparum strongly stimulates immune
responses against all components of the parasite. Thus,
all patients had a comparable, individual, clinical sus-
ceptibility to infection that necessitated consultation
and hospitalization, independently of the setting and the
individual natural history of infection. There was a clear
and highly significant, unexpected, difference of antibody
responses between one of the setting (KKorhogo) and the
other two.

Most sero-epidemiology studies rely on cross-sec-
tional or longitudinal follow-up of individuals before
or after clinical episodes, including prospective analy-
sis to establish relationship between antibody responses
against one antigen [17-19, 21-23, 38] or several anti-
gens and protection against clinical malaria [20, 39].

Excepting individuals with active asymptomatic para-
site carriage, almost all studies involve a relatively stable
state in host-parasite interaction, an approach in which
serological analyses are potentially relevant indicators
of malaria transmission [10, 40]. For example, a single
antigen AMA1 has been used for mapping effective-
ness of control intervention [41]; in another case, several
antigens were used as markers of exposure and malaria
risk [39]. A similar methodology was undertaken in this
study, underlining a clear significant higher immuno-
logical background in Korhogo. In this site, transmis-
sion reflected by prevalence of clinical malaria, was high
but slightly lower than in Man. Here, as the recruitment
involved symptomatic cases, antibodies measured against
targeted antigens may play no causal role in protection
but rather reflect the individual boosting capacity of
immune responses. A higher level of antibody responses
against the set of antigens was found in individuals with
significantly stronger immune background but still sus-
ceptible to parasite invasion with clinical attack. This
could explain the absence of relationship between parasi-
taemia and antibody responses observed, despite signifi-
cant inter-relation between antibody responses.
Interestingly, the whole parasite extract from 07/03
in vitro-adapted strain from Dielmo has been already used
as a relevant marker for follow-up of immunity levels [29,
42, 43], but did not correlate with clinical protection in
prospective studies [21]. In Ivory Coast, levels and preva-
lence of antibody responses to the whole parasite extract
did not show any difference between the three settings,
contrary to defined antigens in Korhogo. Such discrepancy
could be related to some substantial difference between this
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Fig. 2 Distribution of IgG responses against biomarkers as function
of delay for parasite clearance after treatment. Dichotomization of
antibody responses expressed as mean median fluorescence levels
(MFI) are plotted as box plot for the overall cohort of patients as func-
tion of either early clearance (24 h, dark grey) or later clearance (48
and 72 h, light grey). Asterisks indicate a significant (P < 0.05) different
level of antibody level

particular Senegalese strain and the circulating strains in
Ivory Coast. This observation has to be further confirmed
by testing a reference strain and/or a locally adapted strain.
One main question raised by the measure of multiplex
reactogenicity profile on day of consultation is the search
for potential immune marker(s) able to predict a differen-
tial susceptibility to the observed level of infection. Only
two antigens induced antibody responses significantly
different between the sites of Abobo and Man: the inci-
dence of responders to LSA1,,; and the levels of antibody
responses to PF13. PfEMP1-PF13 antigen was shown as
a relevant biomarker of cumulative acquisition of immu-
nity in endemic setting [27, 44] and appeared significantly
related to parasite levels. Such capacity has to be further
confirmed with larger cohorts from more settings.
Susceptibility to infection can be reflected by the level
of parasitaemia and by the degree of individual severity of
clinical signs. The level of parasitaemia was significantly
lower in Korhogo compared to the two other sites and
there was a clear decreasing gradient of high level para-
sitaemia from Abobo (30 %) to Man (16 %) and Korhogo
(0 %). The multivariate analysis investigating correlation
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between level of parasitaemia, according to each clinical
signs and setting, underlined only nausea as a significant
clinical sign. This is in line with observation that sever-
ity of clinical outcome in a mild malaria episode is not
related to the level of parasitaemia or acquired immunity,
once susceptible [45]. However, despite substantial differ-
ence in the magnitude of parasite invasion according to
the setting, treatment was 100 % efficient by 72 h. Within
the period covered by this study, there was no indication
of delayed response to artemisinin combination therapy
(ACT). Parasites were cleared rapidly, leaving very few
patients with a low parasitaemia on day 3: only 1.5 % of
the patients were still positive on day 3 which is under
the threshold of 3 % indicating delayed response [46].
Importantly, this study shows clearly the potential
impact of host immunity on malaria treatment out-
come. A fast clearance of circulating parasite (24 h) was
associated with higher level of immunity. This general
trend, shown in Fig. 2, was significant for 50 % of the
biomarkers. These results are in agreement with several
studies involving sulfadoxine—pyrimethamine or amo-
diaquine treatment, showing a significant association
of higher levels of antibodies to GLURP [47], AMA1
[48] and MSP1 [49] antigens with a lower risk of treat-
ment failure. Another study showed the contribution of
antibodies to the Ring Erythrocyte Surface antigen to
the therapeutic response in Thai patients treated with
artesunate [50]. Indeed, the positive contribution of
host immunity for rapid parasite clearance underlined
in this study is outlined by multi-site recruitment test-
ing, contrary to previous investigations [47-50]. The use
of antibody responses to biomarkers underlined clearly
the site of Korhogo as different from the other two;
parasite transmission seems to remain high, marked by
higher boosting capacity of antibody responses. Such
observation could possibly be related to lower applica-
tion of individual prevention measures. This was con-
firmed by a two-three-times lower utilization of bed
nets, as recorded by individual questionnaire, and the
differential impact on antibody responses to gSG6 sali-
vary peptide. However, such individual behaviour has to
be further confirmed. Serological tools, such as Anoph-
eles salivary peptide gSG6-P1 antigen, have been shown
to be a new relevant marker of risk for malaria trans-
mission [5-7, 51-53]. A significant higher level of IgG
against the salivary peptide in Korhogo compared to
other villages was found. However, seroprevalence did
not significantly differ and MFI levels were low com-
pared to other biomarkers. This lower sensitivity may be
related to the intrinsic multiplex technique compared to
ELISA, based on a high concentration of peptide coat-
ing (20 pg/Ml) and lower serum dilution for detection
(1:20 instead of 1:100 in MBA) [5]. Further analysis
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using this biomarker may rather require ELISA than
MBA for enhanced sensitivity.

Accurate analysis of immune responses from malaria
symptomatic individuals can underline heterogeneity in
individual degree of exposure and bring important infor-
mation on the effective application of control measures at
a community level.

Conclusion

This pilot study suggests that measures of antigen reac-
tivity profiles using the MBA can conveniently contribute
to follow-up and monitoring of integrated malaria con-
trol measures. A panel of antigens, covering targets from
different parasite stages is preferentially required, includ-
ing antigens from other Plasmodium species. However,
further investigations are required, including antigen
targets from other species, enlarged to multiple sites and
comprising enrolment of young individuals. Immunity
profiling using biomarkers has the potential for immuno-
logical mapping of intervention and help with prevention
measures towards malaria elimination.
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Abstract

Background

In the agenda towards malaria eradication, assessment of both malaria exposure and effi-
cacy of anti-vectorial and therapeutic strategies is a key component of management and the
follow-up of field interventions. The simultaneous use of several antigens (Ags) as serologi-
cal markers has the potential for accurate evaluation of malaria exposure. Here we aimed to
measure the longitudinal evolution of the background levels of immunity in an urban setting
in confirmed clinical cases of malaria.

Methods

A retrospective serological cross-sectional study on was carried out using 234 samples
taken from 2010 to 2013 in peri-urban sentinel facility of Cote d’'lvoire. Antibody responses
to recombinant proteins or BSA-peptides, 8 Plasmodium falciparum (PfAMA1, PIMSP4,
PfMSP1, PIEMP1-DBL1a1-PF13, PfLSA1-41, PILSA3-NR2, PfGLURP and PfCSP), one
P. malariae (PmCSP) and one Anopheles gambiae salivary (gSG6-P1) antigens were mea-
sured using magnetic bead-based multiplex immunoassay (MBA). Total anti- P. falciparum
IgG responses against schizont lysate from african 07/03 strain (adapted to culture) and
3D7 strain was measured by ELISA.

Results

High prevalence (7—93%) and levels of antibody responses to most of the antigens were evi-
denced. However, analysis showed only marginal decreasing trend of Ab responses from
2010 to 2013 that did not parallel the reduction of clinical malaria prevalence following the
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implementation of intervention in this area. There was a significant inverse correlation
between Ab responses and parasitaemia (P<1073, rho = 0.3). The particular recruitment of
asymptomatic individuals in 2011 underlined a high background level of immunity almost
equivalent to symptomatic patients, possibly obscuring observable yearly variations.

Conclusion

The use of cross-sectional clinical malaria surveys and MBA can help to identify endemic
sites where control measures have unequal impact providing relevant information about
population immunity and possible decrease of transmission. However, when immunity

is substantially boosted despite observable clinical decline, a larger cohort including
asymptomatic recruitment is needed to monitor the impact of control measures on level of
immunity.

Introduction

Plasmodium falciparum malaria remains a major threat in tropical and sub-tropical regions,
with nearly 50% of the world population exposed to infective bites by Anopheles mosquitoes
and almost half million deaths annually [1]. Scaling up of integrated interventions strategies
including artemisinin-based combination therapy (ACT), universal coverage with long-lasting
insecticide-impregnated bed nets (LLIN’s), systematic diagnosis using rapid tests (RDTs) and
intermittent preventive treatment in vulnerable target groups have considerably reduced the
burden of malaria in many countries and saved more than a million lives since the year 2000,
most of them among children under 5 years of age [2].

Presently, the number of malaria cases is still very high (more than 214 million malaria
cases) as well as the number of deaths (236 000-635 000 according to the WHO 2015). Fur-
thermore, in addition to the threats associated with the emergence of resistance to artemisinin
in Southeast Asia and insecticides in Africa, malaria rebound in some countries like Rwanda,
Sao Tome, Principe and Zambia that were the leaders in the early upgrade of fighting efforts
[2].

Monitoring changes in malaria transmission intensity and disease prevalence through sur-
veillance allows health authorities to evaluate health services and plan control programs.

Sero-surveillance is based on the use of Plasmodium species-specific antibodies as indica-
tors for exposure, transmission, and immunity. Such tool has a significant potential for con-
tributing to the effectiveness of malaria control and elimination program. Antibodies are very
sensitive marker of malaria exposure in low-transmission settings and reflect cuamulative expo-
sure over a period of time, which is useful in areas with highly seasonal transmission [3,4].
Although this approach was used historically as part of malaria control programs, its use was
not developed in part because of the lack of standardized antigens and methodology [4]. Of
more than 5,000 proteins expressed by the Plasmodium species, few have been examined in
any detail, and there is a trend towards further development of sero-epidemiological analysis
for monitoring malaria control and elimination. A comprehensive evaluation of candidate
antigens as biomarkers is required to identify those antibody responses that are most sensitive
for detecting changes in transmission. Studies employing protein microarrays [5] or expanded
repertoires of purified antigens [6] are beginning to address this knowledge gap, and it is likely
that multiple antigens will need to be included in serologic assays [4,5,6,7].
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Several teams use sero-epidemiology analysis in low transmission settings focusing investi-
gations on change of seroprevalence levels. They use results from cross-sectional studies to
build mathematical seroconversion rate models and predict decline of malaria transmission
[8].

In addition, few analyses were focused on symptomatic cases. Parasite invasion and multi-
plication in human strongly stimulates immune responses leading to possible higher individ-
ual antibody responses in more exposed persons that thereby possess a higher degree of
acquired immunity [9,10]. Thus, Ab responses measured during symptomatic episode rather
represent surrogates of an effective immune background depending upon duration and inten-
sity of parasitemia before treatment. Cross sectional analysis of randomly recruited symptom-
atic and well documented cases from sentinel sites in Cote d’Ivoire, showed that multi-target
measure of Ab responses could represent surrogates of actual immune background [11].

In the present study, we used a similar approach in a longitudinal manner by recruiting
individuals living in Abobo from 2010 to 2013, a peri-urban setting of Cote d’Ivoire with high
continuous parasite transmission. We aimed to verify here if previous observation in different
settings was available in the same setting where an increased efficient malaria control program
was applied from 2010 to 2013. Antibody responses against 12 antigens targets was analyzed
using a magnetic bead-based multiplex assay [12] together with IgG responses to whole para-
site extract with ELISA. Results showed that the profile of antibody responses did not reflect
the evolution of the decreasing transmission resulting from increased prevention measures
and actions at community level.

Material and methods
Study area, procedures for recruitment

Subjects were recruited in Abobo, a periurban Ivorian malaria endemic area included in the
Sentinel National Network for Surveillance of Malaria. The site of Abobo is located in the
southern part of the township of Abidjan, characterized by the presence of the laguna and a
parasite transmission occurring all year round.

The study was conducted in accordance with the local laws and regulations, International
Conference on Harmonization—Good Clinical Practice (ICH-GCP). The protocol was
reviewed and approved by the Comité National d’Ethique et de Recherche de Céte d’Ivoire (N
°56/MSLS/CNER-dkn). Individual written informed consent was obtained from participants/
parents/ guardians. In case of an illiterate patient, his/her thumb impression and signature of
an independent witness were obtained.

There was a particular exception in 2011 where young asymptomatic individuals were
recruited in a transversal survey. This particular survey was done under request and ethical
approbation from the Ministry of health (N°01/MSHP /064) as routine recruitment was not
possible at the hospital because of the civil war. The parents or guardians and school adminis-
trator were duly informed of the objectives and methodology of this survey, they agreed to
participate to the study and provided useful information about their children. This survey
involved 207 volunteer school children (6 to 15 years old) with normal axillary temperature
<37.5°C. They were examined for parasite positivity: 59 individuals were positive by RDT
including 35 individuals positive by blood smear.

The overall study involved 234 individuals, 175 patients consulting for symptomatic fever
in healthcare center formation sanitaire Anonkoua-Kouté in Abobo, and 59 schoolchildren in
2011. Symptomatic patients were treated and followed-up according to the standard national
procedure. Diagnosis of malaria includes RDT test, blood sampling for biological investiga-
tions and blood smear for parasite counting. Parasitemia was counted on thick blood smears
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Table 1. Context and characteristics of the study population.

Year of recruitment 2010 2011 2012 2013
Month of sampling October June August September
No of individuals 57 35 56 62
24*
Proportion M/F (%) 26/31 (46%) 31/28 (53%) 32/24 (57%) 24/38 (39%)
Age [median min-Max] 8.0[2-12] 11.0[6-16] 12.5[1-52] 13.0 [2-68]
11.0[9-13]*
Hemoglobin mean (SD) 9.8(1.9) 11.8 (1.3) 11.0 (2.0) 10.7 (1.7)
% of anemia < 9 g/dL 32% 0% 14% 21%
Platelets mean (SD) 127 (64) 232 (84) 162 (122) 148 (73)
Mean parasitemia (parasitemia SD) 90213 (100278) 8103 (19598) 34942 (28473) 61731 (88462)
Parasitemia in different age-groups
< 5years old. 115518 na 51737 85555
[min-max] [1331-341700] na [6000-99860] [2300—200000]
6-10 years old. 91269 2892 39937 74604
[min-max] [1845-336830] [0-20520] [7920-97340] [2180-198600]
11-15 years old. 54926 11182 41460 87268
[min-max] [1764—174879] [0-106800] [6400-86340] [7894-587000]
> 15 years old. na na 21470 28235
[min-max] na na [1160-86280] [2100-84307]

* individuals from asymptomatic recruitment in 2011 with negative RDT

doi:10.1371/journal.pone.0172899.t001

by two experienced microscopists. In case of discrepancy, smears were confirmed by a third
counting. Characteristics of the followed groups are summarized in Table 1. All consultants
were treated with ACT, according to the national therapeutic policy. They were hospitalized,
treated and followed-up daily from day 0 to day 3 in the healthcare center. Parasitaemia were
recorded every 24 hours up to two consecutive negative blood smear of patient. The parasite
clearance time (PCT) is recorded for each patient, an indicator defined as the time between
treatment and the first negative slide.

For all patients, almost complete parasite clearance within 3 days was observed after treat-
ment. In 2012 and 2013, 88% and 55% of treated individuals cleared their parasitemia in 24h,
respectively.

Plasma samples were collected after biology processing at day 0 upon centrifugation, and
stored at -20°C until further analysis.

No entomological data were available for the area of Abobo. However, in the absence of
exact EIR, overall morbidity data collected from health facility records in 2013 signifies the
high level of transmission in this endemic area.

Antigens and peptides

Three soluble recombinant proteins and 8 peptides conjugated to BSA (Bovine Serum Albu-
min) specific to P. falciparum, P. malariae and Anopheles gambiae salivary peptide gSG6 anti-
gen (Ag) were included. BSA provided by peptide manufacturer was used as carrier control.
The peptides used in our studies were designed as already described [13], a N-terminal cyste-
ine residue was added to allow a unidirectional coupling to BSA by the manufacturer (Gen-
Script HK Inc.,Hong Kong, China, or Genecust, France). Purity of each BSA-peptide was
estimated >85% by HPLC and mass spectrometry. A summary of antigens and peptides used
is given in Table 2.
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Table 2. Summary of antigens used for measurement of Ab responses.

Antigen | Protein or peptides | Antigen from | Stage of expression’

CSP Peptide P. falciparum | sporozoite/hepatic stage
LSA144 Peptide P. falciparum | intra-hepatocyte
LSA3 Peptide P. falciparum | blood stages

SALSA Peptide P. falciparum | merozoite

GLURP Peptide P. falciparum | merozoite/schizont
AMA1 Peptide P. falciparum | sporozoite/merozoite
PF13 Protein P. falciparum | mature blood stages
MSP1p19 Protein P. falciparum | merozoite

MSP4p20 Protein P. falciparum | merozoite

PmCSP Peptide P. malariae sporozoite

gSG6 Peptide A. gambiae Salivary gland

BSA - control

Sequence and/or Reference
NANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNVDPNVDPC
LAKEKLQEQQSDLEQERLAKEKLQEQQSDLEQERLAKEKEKLQC
VLEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVC
SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESAC
EDKNEKGQHEIVEVEEILC
YKDEIKKEIERESKRIKLNDNDDEGNKKIIAPRIFISDDKDSLKC

DBL1 domain of 3D7-PF13_0003 var gene

Bonnet et al, Vaccine 2006

Bonnet et al, Vaccine 2006
NAAGNAAGNAAGNAAGNAAGNAAGNAAGNAAGNAAGNAAGNDAGC
EKVWVDRDNVYCGHLDCTRVATFC

1 pre-erythrocytic and/or erythrocytic localization of Ag tested (from www.plasmodb.org)

doi:10.1371/journal.pone.0172899.1002

The procedure for production and purification of the NTS-DBL1a1 domain of the PfEMP1
(P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein-1) adhesin encoded by the 3D7/PF13 var gene

has been reported elsewhere [14]. Soluble recombinant protein corresponding to P. falciparum
MSP1p19 and MSP4p20 were produced in the baculovirus / insect cell expression system and
purified by metallo-affinity chromatography as described [15,16].

Coupling of Ag to beads

The covalent coupling of recombinants antigens (PF13, MSP4p20 and MSP1p19), BSA and all
the 8 peptides to carboxylated magnetic Luminex microspheres was done by the carbodiimide
reaction (Luminex corp, Austin, USA) using the xMAP™ Antibody Coupling Kit following
manufacturers’ instructions (ref 40-50016, Luminex corp, Austin, USA).

Briefly, 2.5x10° beads from regions 26 to 39 and 5 ug Ag per million beads in a working vol-
ume of 500uL were used. All steps of washings, buffer changing after 1-2 min centrifugation at
8000 x g, magnetic pelletting using the Luminex®™ Magnetic plate separator (Luminex corp,
Austin, USA), vortexing and sonication in water-bath sonicator to disperse the beads, carbo-
diimide hypochloride (EDC) activation, conjugation under rotation mixing and final pelletting
of conjugated beads was done as already described [11,12,17]. Final count of remaining beads
using cell counter showed a mean recovery of 96% of the coupled beads. Efficient coupling of
Ag was controlled using positive individual and pool of human sera. The coupled micro-
spheres were kept in the washing/ storage buffer at 4°C in the dark until use.

Bead-based assay for IgG antibodies

The Magnetic Bead-based MAGPIX ®-Luminex Assay (MBA) was used to parallel the working
steps used in the standard ELISA technique as already described [11,12,17]. 2.5 uL aliquots of
the mix of microspheres containing 3000 beads per Ag were distributed to individual wells of a
white polystyrene opaque round bottom microtiter plate (Ref.103977741, Fisher Scientific, IlI-
kirch, France). 100 pL plasma diluted 1:100 in PBS Tween 0.01% BSA 1% (PBSB) was added in
duplicate wells, mixed and incubated with the beads protected from light on a microplate
shaker. After removal of plasma and two washing steps with 100uL PBSB, 100pL phycoery-
thrin-labeled goat anti-human IgG diluted 1:500 (gamma- chain specific, F(ab‘), fragment-R-
phycoerythrin (Sigma, P-8047 St. Louis, MO) in PBSB was added and incubated in the dark
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with shaking. The beads were finally resuspended in 120 uL PBSB after two washes and ana-
lyzed on a Multiplex MAGPIX system (Millipore, USA) using the xPONENT 4.1 software for
acquisition. Antibody responses were expressed in median fluorescence intensity (MFI) per
sample as stated by manufacturer’s instructions; individual positivity was considered when the
signal was greater than 2 x [mean MFI signal + 3 SD of 6 naive control sera].

ELISA procedure

IgG responses to whole parasite extract Ag using 07/03 Dielmo strain were quantified by
ELISA in duplicate plasma samples diluted 1:100 as previously described [18,19,20]. Positive
and negative controls were included in each assay ie a pool of 25 sera from clinically immune
adults living in the village of Dielmo (a holoendemic area of transmission in Senegal) and a
pool of European and/or African non-immune, respectively. Results were expressed as OD
ratio = OD sample / OD naive serum pool [19,21]. Sera showing an OD ratio >2 (corre-
sponding to the signal of naive controls + 3 SD) were considered sero-positive for prevalence
analysis.

Statistical analysis

Antibody levels and prevalence of responders in different groups were compared using the
Mann-Whitney signed rank test, the Spearman rank correlation test for non-normally distrib-
uted paired data and the fisher exact test. P values <0.05 were considered significant. Statistical
analyses were performed with R and Statview 5.0 (SAS Institute) software.

To study the correlation between level of parasitaemia and levels of antibody responses a
log transformation has been used. The log-transformed data were shown distributed according
to normal law using Shapiro test. The log-transformed were included in a generalized linear
model adjusted for age to analyse distribution of parasitaemia level—considered as dependent
variable—as function of antibody responses to different targets.

Results
Indicators for effective field application of malaria prevention measures

As illustrated on Fig 1, there was a strong increase of prevention measures against malaria
from 2010 to 2013 in Abobo with highly significant results. There was a substantial decrease of
clinical malaria reports falling of 77% from 231%o to 52%o (Fig 1a), an observation that paral-
leled a 55% decrease of distribution and use of ACT treatments (Fig 1b). Indeed, prevention
measures were accompanied by a strong implementation of distribution of impregnated bed-
nets (Fig 1c) for coverage of population. In 2013, the % of coverage by LLIN’s reached 44.6%
with an overall ongoing objective of 60% of coverage for the population in Abobo, a goal
almost reached in 2016. All data are from Ministry of Health (RASS 2013—Rapport Annuel
des Service de Sante, Ministére de la Sante et de la Lutte contre le SIDA, Cote Ivoire)

Characteristics of the cohort

Recruitment was done during the rainy season (from May to November). As shown in

Table 1, overall mean age was low 13.5 (median = 11; 1-68 years) with variable ranges from
2010 to 2013. Of the four groups, one was significantly younger than the others ie in 2010,
because of the heterogeneity from the available serum biobanks. To overcome such heteroge-
neity for analysis, individuals were categorized in 4 age-groups for further comparisons ie <5;
6-10; 11-15; >15 years old (see Table 1).
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Fig 1. Indicators of malaria prevention measures in Abobo from 2010 to 2013. Longitudinal annual profiles of
incidence of clinical malaria (a), percentage of population coverage by LLIN distribution (b) and number of ACT
treatments distributed (c) are shown as histogram plots. These indicators illustrate the substantial increase of
prevention measures from 2010 to 2013 (data from RASS 2013—Rapport Annuel des Service de Sante, Ministere de la
Sante et de la Lutte contre le SIDA, Cote Ivoire).

doi:10.1371/journal.pone.0172899.9001

As shown in Table 1, levels of parasitemia measured upon recruitment were highly variable,
with significant lower level in 2011 compared to the other years (P<0.001). As a matter of fact,
cross sectional recruitment from 2011 was different, involving asymptomatic individuals.
Interestingly, in these individuals parasite carriage was far from negligible: 27% had positive
RDT, 16% had a positive blood smear. In the set of sample tested here, median parasitemia
reached 3200 trophozoite per pl.

There was a significant relationship between parasitemia (or log of parasitemia) and age of
symptomatic individuals sampled in 2010, 2012 and 2013 (P<0.001, rho = -0.30), but not in
2011.

Mean prevalence and levels of antibody responses

As summarized in Table 3, mean prevalence levels of responders were variable depending
upon Ags rather than year of analysis, ranging from 2.9% (IgG to gSG6 peptide in 2011) to
97.1% (IgG to MSP4p20 and schizont extract in 2011). There was no significant difference for
prevalence levels between the different years for any Ag. Level of prevalence was generally
homogeneous for a given Ag, allowing stratification in 3 levels: (i) Ags strongly recognized
>70% positivity (schizont extract, SALSA, PF13, MSP1p19, MSP4p20); (ii) an intermediate
recognition level [70%-25%] for CSP, LSA1,;, GLURP and AMAI1 antigens and; (iii) Ags
weakly recognized <25% positivity (LSA3, PmCSP, gSG6).

Regarding mean levels of Ab responses, excluding year 2011, almost Ab responses did not
differ significantly from 2010 to 2013.

Importantly, asymptomatic individuals recruited in 2011 showed high Ab levels compara-
ble with those of symptomatic patients from years 2012 and 2013. When comparing 2010 to
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Table 3. Mean levels and prevalence of IgG Ab responses to the panel of antigens.

Antigens 2010 2011 2012 2013
Mean Ab | Prevalence | Mean' Ab | Prevalence' | Mean?Ab | Prevalence?| Mean Ab | Prevalence | Mean Ab |Prevalence
level level level level level

Schiz. 3,4 92.9% 3,7 97.1% 3,1 91.7% 3,3 87.5% 3,4 88.5%
Extr.

CSP 109 40.4% 79 20.0% 90 33.3% 148 32.1% 126 41.9%
LSA144 349 64.9% 177 25.7% 262 41.7% 281 48.2% 299 53.2%
LSA3 83 12.3% 78 8.6% 53 4.2% 72 5.4% 67 6.5%
SALSA 413 80.7% 1354 88.6% 1041 70.8% 1273 76.8% 993 71.0%
GLURP 219 49.1% 417 80.0% 294 62.5% 361 57.1% 345 66.1%
AMAA1 208 56.1% 257 57.1% 246 41.7% 292 50.0% 341 40.3%
PF13 1220 93.0% 2291 94.3% 2189 83.3% 1792 89.3% 1759 82.3%
MSP1p19 3346 93.0% 2347 88.6% 1670 100% 3485 94.6% 3131 96.8%
MSP4p20 2269 93.0% 3371 97.1% 2839 91.7% 2605 91.1% 1872 93.5%
PmCSP 136 7.0% 269 25.7% 293 29.2% 138 8.9% 125 8.1%
gSG6 58 29.8% 34 2.9% 35 8.3% 40 8.9% 38 6.5%

"Mean antibody levels and prevalence of individuals RDT positive in 2011
2Mean antibody levels and prevalence of individuals RDT negative in 2011

doi:10.1371/journal.pone.0172899.t003

2011, some significant differences (P<0.05) were found: lower levels for CSP, LSA1,;, LSA3,
higher for SALSA, GLURP, PF13 and MSP4p20.

Relationship between Ab responses and circulating parasitemia

The analysis of relationship between Ab levels and circulating parasitemia for symptomatic
patients on years 2010, 2012 and 2013, showed a significant negative relationship for schizont
extract, CSP and LSA1,; Ags (spearman test, P<0.005, rho # -0.25). The use of log transforma-
tion for parasitemia data led to a similar significant relationship with the same Ag targets
(spearman test, P<107>, rho # -0.21).

Further analysis was done by stratifying levels of parasitemia in 4 classes: (i) positive
[<10%]; (ii) elevated [10*-5x10%]; (iii) high [5x10%-10°]; (iv) very high [>10°] trophozoite
per pl. Levels of Ab responses were not significantly different as function of levels of parasite-
mia for any Ag in 2010. Analysis of 2012 cohort showed significant high Ab responses against
CSP and LSA1,,; (P<0.01) in individual with the lowest level of parasitemia compared to the
highest one (<10* vs 5x10*-10° trophozoite per pl). For patients recruited in 2013, similar
result was found for Ab responses against schizont extract Ag (P<0.01).

Analysis for the group of individuals recruited in 2011 was done after stratification accord-
ing to RDT: negative, positive with/without circulating parasite. As illustrated on Fig 2 (plot-
ting of Ab responses to schizont extract and Ags strongly recognized), there was a trend for
higher responses in RDT positive individuals and a slight decrease when circulating parasite
was detectable by blood smear. Significant different level were found only for MSP4p20
(P =0.048).

Multiple linear regression adjusted on age-groups including all years but 2011 showed no
Ab responses significantly (P<0.05) associated with lower parasitemia level (just reaching sig-
nificant for schizont extract and CSP, P = 0.05).

When analyzing year 2011 only, Ab response to GLURP were significantly associated with
lower parasitemia level (P = 0.03).
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Fig 2. Ab responses as function of presence of circulating parasites in asymptomatic group recruited in 2011. Levels of Ab
responses against schizont extract, SALSA, PF13, MSP4p20 and MSP1p19 are illustrated as boxplot for asymptomatic individuals
recruited in 2011 as function of their parasite carriage ie RDT negative, RDT positive, RDT and blood smear positivity. Significant
differences (Kruskal wallis test, P<0.05) are indicated by an asterisk.

doi:10.1371/journal.pone.0172899.g002

When regression model included all years and was adjusted on age and years of follow-up,
Ag targets associated with lower parasitemia were: GLURP (P = 0.03), MSP4p20 and PF13
(P=0.01).

Age-groups associated longitudinal comparison of antibody levels in
2010,2012 and 2013

Analysis of interrelation between antibody responses and age of individuals showed significant
positive correlations (P<0.01, Spearman rank test) for schizont extract CSP, SALSA, GLURP
and PF13 Ags (rho from 0.2 to 0.3).

Profiles of Ab responses by age-groups are shown on Figs 3 and 4. The age-related increas-
ing profile of Ab responses from symptomatic patients regarding 5 strongly recognized Ag
tested (SE, MSPs, SALSA and PF13) are observable on Fig 3, the profiles from the 7 other Ags
are shown on Fig 4. A very limited year-associated decline of Ab responses from 2010 to 2103
was evidenced. Trend test from 2010 to 2013 (without 2011) adjusted on age groups showed
significant trend for decrease only for Abs levels against gSG6 (P<0.001)

Results from systematic year by year dichotomy comparisons (Mann Whitney test) are
summarized in Table 4. The limited trend to decline when analyzing years 2010-2012 and
2013 was confirmed statistically. Only a slight decline was significant for PF13 Ag in younger
age groups. Marginal significant decreases were evidenced in younger age-group for LSA1,;,
LSA3 and gSG6 salivary peptide.

Discussion

There is a high level of malaria endemicity in Céote d’Ivoire [1] and a considerable heterogene-
ity in the geographic distribution of transmission intensity as function of climatic variation
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SALSA and PF13.
doi:10.1371/journal.pone.0172899.g003

from north to south, and environmental factors including human activities [22,23,24].

National surveillance system reported an increase of presumed and clinical cases from 2.8 to

4.7 million in 2012 and 2013, respectively [1] highlighting the strengthening of the surveillance
and recording process. However, malaria remains a major threat, responsible of 43% of the
consultations in health center, with an important impact on children under 5 year old and
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Fig 4. Age-group profiles of Ab responses against Plasmodium and A. gambiae antigens from 2010 to 2013.
Antibody responses measured by magnetic bead based fluorescence assay are plotted as Median fluorescence levels
from 2010 to 2013 for individuals from 4 different age groups: < 5 years old (empty), 6-10yo (light grey), 11-15 years old
(dark grey), >15 years old (black). On this figure are plotted antibody responses to P.falciparum Ags tested not shown
on Fig 3 together with P. malariae CSP and A gambiae salivary peptide gSG6.

doi:10.1371/journal.pone.0172899.9004
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Table 4. Systematic comparison year by year of levels of IgG Ab responses in age-stratified groups.

Schiz. Extrc.
CSP
LSA144
LSA3
SALSA
GLURP
AMA1
PF13
MSP1p19
MSP4p20
PmCSP
gSG6

All
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
0.03
ns
ns
ns
0.003

2010 vs 2012
<6y 6_10y
ns 0.01
ns ns

0.03 ns
0.02 ns

ns ns
ns ns
ns ns
0.04 ns
ns ns
ns ns
ns ns
0.01 ns

doi:10.1371/journal.pone.0172899.t004

2010 vs 2013 2012 vs 2013
11_15y All <6y 6_10y 11_15y All <6y 6_10y 11_15y >15y
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns 0.03 ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns 0.01 ns ns ns 0.01 ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns 0.04 ns ns ns 0.04 ns ns

pregnant women. Consequently, malaria has a strong socio-economic impact, responsible for
40% and 42% of school and working absenteeism, respectively. Families spend about 25% of
their income for the treatment and prevention of malaria.

The scaling up of integrated interventions strategies, as reported for Abobo, showed clearly
a substantial positive result between 2010 and 2013 in Abobo (Fig 1), underlining the necessity
to increase monitoring and evaluation for close follow-up of elimination strategy.

A pilot study conducted in 3 different settings of Cote d’Ivoire highlighted the potential of
Plasmodium species-specific antibodies as indicators for exposure when analyzing multi-target
Ab responses in acute malaria patients from sentinel health center. Malaria transmission in
these settings including Abobo was high; profile of antibody responses was found different
according to the location of the setting, accurately reflecting the immune background [11]. A
similar approach has been tested in the present study to investigate the longitudinal profile of
antibody responses in the peri-urban sentinel setting of Abobo where malaria burden strongly
decreased between 2010 and 2013.

Despite the observed decrease of malaria burden, analysis of the antibody responses to such
array of antigens in this study could not sustain any substantial decrease of immune back-
ground level in those patients. Indeed, antibody responses were high as expected in individuals
where parasite invasion induced clinical symptoms. The age-related significant increase of
antibody responses found here witnesses a profile of a site with high ongoing endemic trans-
mission, whose actual decrease is not yet reflected by detectable variation of the immune
background. Several factors can contribute to this observation: firstly the recruitment of symp-
tomatic individuals with high antibody boosting, secondly the short time frame of only two
years between the strong implementation of prevention measures conducted in 2010-2011
and the latest measure in 2013 and thirdly the lack of biomarkers adapted to precise exposure
estimates [25].

Studies using serological analyses as indicators of malaria transmission generally involve
recruitments in a relatively stable state for host-parasite interaction, usually of asymptomatic
individuals in different settings and/or in longitudinal manner. Several antigens have been
used as markers of exposure and malaria risk [9,26], including comparable multiplex antigen
arrays [13,27]. Reducing the number of antigens as biomarkers would be an optimal solution
as described by Cook and al using a single antigen such AMA1 for mapping effectiveness of
control intervention in an island environment of Guinea [28]. As a general matter, several

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0172899 February 28, 2017 12/17



@° PLOS | ONE

Multiplex analysis of longitudinal Ab responses in malaria endemic setting

antigens are required at least for analyzing biomarkers of immunity that may probably differ
from those used as biomarkers of exposure [25]. Several studies involved MSP1p19, AMA-

1 and MSP2 as serological markers for medium and long-term indicator of malaria transmis-
sion in settings with various altitudes [29] or mapping heterogeneity of transmission in low
endemic places [30]. However, until now, there are no clear correlates of anti-malarial immu-
nity with antibody responses against a given target.

Numerous results and data underline antibodies to recombinant merozoite antigens as
valuable biomarkers of immunity [6,31]. Therefore among these antigens, MSP1p19 is an
interesting target for exposure and protection. It has been used as a relevant tool for longitudi-
nal retrospective sero-surveillance in the Gambia providing valuable information about popu-
lation immunity as well as exposure, as transmission declines and immunity wanes [8]. The
baculovirus expressed recombinant MSP1p19 used here, with relevant conformational struc-
ture [32,33], was shown to correlate with protection [20] and had good concordance with
ELISA measures when used coated on beads [12].

Altogether, analysis of antibody responses in case of longitudinal symptomatic malaria
recruitment would rather require testing a multiplex array of antigens as a potential valuable
tool. Antibody responses to different parasite targets and other plasmodium species were use-
tul: in this study, IgG response to Anopheles salivary peptide gSG6-P1 antigen was the only
indicator of a significant trend to decrease, a relevant marker of risk for malaria transmission
already underlined [34,35].

Regarding parasitemia, no trend of differential susceptibility was evidenced in the different
groups. Levels of parasitemia were comparable (except in asymptomatic individuals from
2011), in line with the almost similar levels of immunity measured in 2010, 2012 and 2013.
Interestingly, young individuals harbored higher parasitemia and a significant relationship
between high levels of Ab to GLURP, PF13 and MSP4p20 and lower parasitaemia was found.
These results confirm that antimalarial antibodies may play an important supportive role in
the therapeutic response to antimalarial drugs during acute falciparum malaria as already
observed [36,37,38]. In 2013, the % of individual clearing their parasitemia in 24h was lower
than in 2012 (55% vs 88%, P<'10~ by fisher exact test). Whether this observation relates with a
lower efficient level of immunity for parasite clearance requires further longitudinal investiga-
tion on a larger cohort of individuals.

Taken together, this study lacked of power for analyzing potential decrease of immunity
expected to parallel the observable decrease of malaria burden due to effectiveness of control
measures. However, this study underlined several interesting information regarding analysis
of immune responses in high endemic setting. The 2011 particular recruitment shows clearly
that immune background and natural immunity are substantially high. A proportion of 27%
of young schoolchildren had positive RDT, in these individuals 16% had circulating parasite-
mia over 10° trophozoite per micoliter of blood without any clinical symptoms. In these
children, elevated antibody levels and prevalence against the array of antigens were found
reaching higher levels than symptomatic individuals for SALSA, GLURP, PF13 and MSP4p20.
In non-parasitized RDT positive individuals, there was a trend towards highest levels of anti-
body (Fig 3), indicating a background of robust induction of antibody responses and a persis-
tence of antibodies from earlier infections without clinical manifestations [10]. It is likely that
strong induction and boosting of antibody responses might occur in Abobo, which might
have obscured the baseline antibody levels and consequently hiding the expected decrease of
immune levels in symptomatic individuals as it has been observed in different settings [11].
Further investigations are needed, targeting a wider scale recruitment of population by includ-
ing simultaneously cross sectional survey of asymptomatic schoolchildren and symptomatic
patients.
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Indeed, recruitment of symptomatic patients in sentinel centers is a convenient possibility
for investigation and follow-up of malaria immune responses which is a mandatory public
health structure that supports patients and relevant bio-clinical follow-up. However, this study
showed clearly that active additional recruitment of asymptomatic individuals is needed for
accurate analysis in such areas where malaria remains strongly endemic.

Conclusion

This longitudinal immuno-epidemiological study conducted in peri-urban endemic setting of
Abobo shows that immunity profiling using biomarker has the potential for immunological
mapping of intervention and help for prevention measures towards malaria elimination. How-
ever, analysis of longitudinal variations of immunity in high endemic setting requires further
studies delineating the relationship between seroprevalence and transmission intensity. The
limited but useful snapshot picture of the high immune background from this study underlines
the need for multiple sero-surveys in enlarged cohort of individual among populations in Céte
d’Ivoire with different levels of exposure for accurate immune profiling.
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Evenements scientifiques

Durant ce programme de these, des participations a différents évenements scientifiques, sur le plan
national, sous-régional et international, ont favorisé le contact et I’échange avec les experts dans le
domaine d’étude ainsi que d’autres disciplines scientifiques. Lors de ces rencontres, les travaux de

cette these ont également été présentés sous forme de communication orale ou poster :

= Poster presentation at luminex corporation meeting 2016 xMAP Connect in Amsterdam, the
Netherlands. From November, 16-17, 2016

= Poster presentation at luminex corporation meeting 2015 xMAP Connect in Amsterdam, the
Netherlands. From November, 25-26, 2015

= Poster presentation at the annual congress of french Association of Parasitology and
Mycology in Bordeaux (France) from May 20-22, 2015

= Oral presentation in congress of African Parasitology Society (SOAP), December, 3-5,
2014, University Felix Houphouet Boigny of cocody, Abidjan (Ivory Coast)

= Oral presentation in inaugural session SIGID (System Immunology and Genetic of
Infectious Diseases) in France, Pasteur institute in lille 5 february 2015

= Attending The fifth West African Regional Workshop on Cell Biology of Infectious
Pathogens june 17-28, 2013 Departement of Biochemistry, cell and molecular biology,
University of Ghana, Legon, Accra
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Longitudinal analysis of antibody responses in symptomatic malaria by using multiplex, fluorescent,
magnetic, bead-based serological assay (MAGPIX™) in a peri-urban site of Cote d’lvoire between 2010
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Background and Aim

On the road towards malaria eradication, assessment of both malaria exposure and efficacy of anti-vectorial and
therapeutic strategies is a key component of management and the follow up of field interventions. The simultaneous
use of several antigens (Ags) as serological markers has the potential for accurate evaluation and monitoring of
malaria exposure. Here we aimed to measure longitudinal evolution of immune background in an urban setting
recruiting confirmed clinical malaria consultants.

Methods

A retrospective serological cross-sectional study was carried out using 234 samples taken from 2010 to 2013 in peri-
urban sentinel facility of Cote d’lvoire. Antibody responses to recombinant proteins or BSA-peptides ie 8 antigens
from: (i) Plasmodium falciparum (PfAMA1, PfMSP4, PfMSP1, PfEMP1-DBL1a1-PF13, PfLSA1-41, PfLSA3-NR2, PfGLURP
and PfCSP); (ii) P. malariae (PmCSP); (iii) Anopheles gambiae salivary (g5G6-P1) were measured using magnetic bead-
based multiplex immunoassay (MBA). Total anti- P. falciparum 1g8G responses against schizont lysate from african
07/03 strain (adapted to culture) and 3D7 reference strain was measured by ELISA.

Results

A high prévalence (7-93%) and high levels of antibody responses to most of the antigens were found. However,
analysis revealed only a marginal decreasing trend of Ab responses from 2010 to 2013 that did not parallel the
observed reduction of clinical malaria prévalence following the implementation of intervention in this area. There was
a significant inverse correlation between Ab responses and parasitaemia (P<1O'3, rho=0.3). The particular recruitment
of asymptomatic individuals in 2011 underlined a substantial background level of immunity reaching almost
equivalent levels as symptomatic patients, possibly obscuring clear yearly expected decay variations.

Conclusion:

The use of cross-sectional clinical malaria surveys and MBA can help to identify endemic sites where control measures
have unequal impact providing relevant information about population immunity and possible decrease of
transmission. However, when immunity is substantially boosted despite observable clinical decline, enlarged cohort,
including asymptomatic recruitment, are needed to monitor the impact of control measures on immunity level.
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Multiplex antibody profiling using a magnetic bead-based multiplex assay (MAGPIX®-Luminex) for
monitoring immunity levels and help guiding integrated malaria control measures in Ivorian
communities
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Background: Advances in malaria control have reduced the burden of disease exposure to parasite infections. The
consequences on naturally acquired immunity are unclear. We have previously validated a magnetic bead-based
immunoassay (MBA) to assess antibody levels in populations living in endemic areas. The impact of malaria control on
immunity was monitored using MBA in sentinel sites from Ivory Coast, in patients consulting for symptomatic malaria
accesses.

Material and Methods: Based on novel magnetic-bead-based-immunoassays using the MagPix®-Luminex technology,
several parameters including antigen amounts for coupling, plasma dilution and bead quantity were optimized. Under
these conditions, antibody responses to recombinant proteins or BSA-peptides including 8 Plasmodium falciparum
(PfAMAL, PfMSP4, PfMSP1, PfEMP1-DBL1al-PF13, PfLSA1-41, PfLSA3-NR2, PfGLURP and PfCSP), one P.
malariae (PmCSP) and one Anopheles gambiae salivary (gSG6-P1) antigens were simultaneously investigated. Total
anti- P. falciparum IgG responses against schizont lysate from African 07/03 strain (adapted to culture) and reference
3D7 strain was measured. Blood samples (n = 94) of patients consulting for symptomatic malaria attacks and living in
three different malaria endemic settings (rural and periurban) were analysed.

Results: There was a strong negative correlation between multiplex-MFI antibody of all antigens and parasitaemia. We
found variable seroprévalence of Ab responses in the three sentinel site against biomarkers, but only LSA1_41 marked
significant difference between the three villages. 1gG response against whole schizont extract of 07/03 and 3D7 strain
did not permit to discriminate immunity level in the three villages, contrary to biomarkers. A high prévalence of 1gG to
P. malariae CSP underlines the importance of this specie behind falciparum in clinical burden of malaria in Cote
d’Ivoire.

Conclusion : The MBA Magpix technology is robust and can be conveniently implemented in laboratories established
in endemic areas. Symptomatic malaria leads to strong Ab responses against a large array of target antigens. Only the
analysis Ab responses in a multiplex system, validates an accurate differential indicator of the level of immunity.
Biomarkers such those used here, can serve as a risk criterion with respect to the degree of parasitic infection, and an
indicator of implementation of strategies for prevention and control at the local level.
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Background: Advances in malaria control have reduced the burden of disease and exposure to parasite
infections.The consequences on naturally acquired immunity is unclear.We have previously validated a magnetic
bead-based immunoassay (MBA) to assess antibody levels in populations living in endemic areas.The impact of
malaria control on immunity was monitored using MBA in two different endemic settings in Sénégal and in sentinel
sites from Cote d’Ivoire.

Methods: Cross-sectional blood samples collected in 2002 and 2013 were analysed intwo Senegalese villages, Dielmo
and Ndiop, where malaria decreased from holoendemic and mesoendemic respectively, in 2002 to pre-elimination in
both settings in 2013. Symptomatic malaria cases were recruited in endemic sentinel sites of Cote d’Ivoire: Abobo
(township), Korogho (northern savannah) and Man (western forest).Recombinant proteins or peptides derivedfromP.
falciparum liver or blood stages (CSP, LSA1,;, LSA3, SALSA, PF13-DBL1a, GLURP, AMA1, MSP1p19, MSP4),P
malariae CSP and An. Gambiae gSG6,covalently linked to a color-coded microsphere (Luminex™ beads)were used in
multiplex assay(MBA). Classical ELISA was used for somatic Ag (AgT).

Results: From 2002 to 2013, prévalence and levels to theP. falciparum multiplex biomarkersdecreasedby a mean
0f65% and 60% in Dielmo andNdiop, ranging from 50% (MSP1p19) to 72% (GLURP), reaching similar age-
associated profile in both settings, with a barely detectable response in <7y children. In Cote d’Ivoire,
seroprévalence and antibodylevels showed significant differences between the three sites. Parasitemia and
antibodylevels were inversely correlated, and dependent on the endemic setting(Korhogo> Man >Abobo). A high
prévalence of 1gG to P. malariae CSP suggested a significant contribution of this speciesto malaria in Cote d’Ivoire.
Conclusion: The age-associated antibody profiles reflected the level of endemicity in Senegal as well as in Cote
d'Ivoire. Reducing transmission induced profound changes in the age-associated antibody distribution in Senegal. In
cross-sectional clinical malaria surveys, MBA can also identify endemic sites where control measures have unequal
impact. MBAthus provides relevant information about population immunity and is a convenient biomarker of
transmission decline. Sero-surveillance has the potential to help monitoring progress in malaria control.
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Use of biomarkers of antibody responses in symptomatic malaria to differentiate
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Background: In the context of the agenda of malaria eradication, assessment of both malaria exposure and efficacy of
anti-vectorial and therapeutic strategies is a key component of management and the follow-up of field interventions.
The simultaneous uses of several antigens (Ags) as serological markers lead to potential accurate evaluation of malaria
exposure. Usually, recruitment of large number of exposed asymptomatic individuals is required for analysis. Here we
recruited patients consulting with confirmed clinical malaria in different settings and used a novel cost-effective,
compact and reliable magnetic bead-based multiplex immunoassay (MBA) using the MAGPIX®- Luminex system.
Material and Methods: Based on a novel magnetic-bead-based-immunoassays using the MagPix®-Luminex
technology, several parameters including antigen amounts for coupling, plasma dilution and bead quantity were
optimized. Under these conditions, antibody responses to recombinant proteins or BSA-peptides including 8
Plasmodium falciparum (PfAMAL, PfMSP4, PfMSP1, PfEMP1-DBL1a1-PF13, PfLSA1-41, PfLSA3-NR2, PfGLURP
and PfCSP), one P. malariae (PmCSP) and one Anopheles gambiae salivary (gSG6-P1) antigens were simultaneously
investigated. Total anti- P. falciparum IgG responses against schizonte lysate from Africa 07/03strain (adapted to
culture) and 3D7 strain was measured by ELISA. To up-date the data on malaria burden, a cross-sectional study was
carried out in 2013 at the population level in 3 sentinels with different transmission intensities in Cote d’Ivoire.

Results: There was a strong negative correlation between multiplex-MFI antibody of all antigens and parasitaemia. We
found variable seroprévalence of Ag in the three sentinel site against biomarkers, but only LSA1_41 marked significant
difference between the three villages. 1gG response against whole schizonte extract of 07/03 and 3D7 strain can’t
permit to discriminate immunity level in the three villlages. We also found high prévalence of P. malariae, highlighting
the importance of this specie behind falciparum in clinical burden of malaria in Cote d’Ivoire.

Conclusion : The MBA Magpix technology is robust and can be conveniently implemented in laboratories established
in endemic areas. Symptomatic malaria leads to strong Ag responses against the target antigens. Only the analysis Ab
responses in a multiplex system with defined Ag, validates an accurate differential indicator of the level of immunity .
Biomarkers used can serve as a risk criterion with respect to the degree of parasitic infection, and to evaluate the
implementation of strategies for prevention and control at the local level .
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Background: Monitoring changes in malaria transmission intensity and disease prévalence through

surveillance allows health authorities to plan and evaluate health services and control programs. Here we use several
antigens (Ags) as serological markers, with the magnetic bead-based immunoassay (MBA) to evaluate malaria
exposure in three different sentinel site of Cote d’Ivoire.

Methods: Recombinant proteins or peptides derived from liver or blood stage antigens of Plasmodium falciparum
(CSP, LSA141, LSA3, SALSA, PF13-DBL1al, GLURP, AMAI1, MSP1p19, MSP4p20), the CSP of Plasmodium
malariae and the salivary glands antigen of Anopheles gambiae (gSG6) were covalently linked to a colour-coded
microsphere (Luminex™ beads) for the multiplex assay. ELISA was used for whole parasite extract antigen. Blood
samples (n = 94) of patients consulting for symptomatic malaria attacks and living in three different malaria endemic
settings (rural and periurban) were analysed.

Results: Highly variable seroprévalence of antibody responses against parasite antigens was found ranging from 3
(gSG6) to 97 % (MSP4p20). A marked prévalence and significantly higher level of antibodies was found in patients
from the rural site (Korhogo), those harbouring the lowest level of parasitaemia. The use of whole schizont extract
could not discriminate immunity level, contrary to parasite-derived recombinant proteins or peptides. Prévalence of
responders to LSA141 and levels of antibodies to PF13 were significantly different between the three settings.
Moreover, the post-treatment clearance of parasites was clearly associated with a significantly higher level of antibody
response for almost 50 % of the parasite antigens tested.

Conclusion: The multiplex MBA-Magpix technology assay provides an accurate high throughput monitoring of
parasite-specific antibodies during symptomatic malaria. The levels of antibody responses may provide a risk criterion
with respect to the degree of parasitic infection. Additionally, they can be used as an indicator in the implementation of
malaria prevention and local control strategies
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Données magpix et Elisa au niveau des sites sentinelles

95 45 43 45 145 43 105 71 59 56 88 35

msp4 rep | CSP rep LSA1 rep LSA3 rep GLURP rep Salsa rep MSP1 rep PF13 rep | AMA1l rep PmCSP | rep Saliv rep | BSA
879 1 920 1| 1475 1 27 0 1410 1 886 1 766 1 246 1 195 1 37 0 53 0 24
1216 1 69 0 869 1 35 0 672 1 29 0 2148 1 58 0 68 0 31 0 57 0 31
541 1 66 0 39 0 47 0 409 1 306 1 316 1| 3820 1 146 1 69 0 102 0 43
1651 1 23 0 986 1 20 0 970 1 21 0 1658 1 68 0 40 0 25 0 30 0 20
1031 1 212 1| 1309 1 23 0 727 1 105 1 888 1 174 1 258 1 27 0 36 0 24
2034 0 30 0 79 0 40 0 34 0 29 0 180 0 62 0 69 0 36 0 55 0 34
80 1 35 0 34 0 47 0 74 0 25 0 177 0 741 1 58 0 32 0 64 0 30
2904 1 36 0 27 0 43 0 57 0 249 1 403 1 102 0 453 1 157 1 60 0 35
410 1 94 1 484 1 41 0 652 1 59 0 1598 1 148 1 53 0 29 0 117 0 23
283 1 63 0 215 1 259 1 38 0 35 0 1646 1 60 0 87 0 33 0 51 0 34
1590 1 469 1 157 1 676 1 1166 1 60 0 226 1 102 0 158 1 370 1 56 0 22
606 1 69 0 284 1 39 0 292 1 372 1 1551 1 631 1 33 0 27 0 41 0 22
264 1 29 0 46 0 34 0 380 1 62 0 2150 1 259 1 814 1 28 0 118 0 25
1305 1 45 0 149 1 62 0 563 1 33 0 1791 1 131 0 129 1 36 0 67 0 33
380 0 96 1 115 1 50 0 38 0 24 0 1192 1 77 0 43 0 31 0 207 1 32
49 1 34 0 27 0 29 0 27 0 37 0 61 0 73 0 118 1 28 0 40 0 29
1276 1 118 1 36 0 33 0 635 1 664 1 765 1 47 0 79 0 31 0 20 0 20
1113 1 96 1 483 1 35 0 78 0 35 0 577 1 832 1 110 0 33 0 45 0 33
4231 0 46 0 114 1 44 0 271 0 53 0 1395 1 626 1 236 1 70 0 86 0 48
24 0 16 0 24 0 16 0 20 0 18 0 224 1 21 0 21 0 25 0 18 0 18
127 1 21 0 37 0 219 1 90 0 82 0 75 0 447 1 564 1 311 1 46 0 23
730 1 34 0 465 1 21 0 393 1 22 0 62 0 82 0 68 0 35 0 30 0 21
714 1 545 1] 1285 1 31 0 30 0 29 0 468 1 195 1 49 0 98 0 43 0 31
413 0 27 0 344 1 39 0 2006 1 30 0 1747 1 630 1 112 0 44 0 39 0 26
164 1 27 0 451 1 39 0 39 0 28 0 919 1 80 0 56 0 37 0 104 0 34
284 1 27 0 35 0 57 0 245 0 41 0 1573 1 158 1 132 1 39 0 219 1 30
244 1 46 0 50 0 27 0 289 0 26 0 2254 1 54 0 161 1 26 0 66 0 22




01-036 16 037 34 348 29 0| o948 1 43 0 30 0 23 o| 2834 1 56 40 30 0 36 0 26
01-037 g 09 73 240 23 o| 221 1 21 0 554 1 20 0 943 1 59 26 24 0 21 0 20
01-038 15 048 42 179 46 0| 856 1 46 0 284 0 42 0| 1355 1| 811 93 35 0 92 0 26
02-001 7 001 08 4550 688 1| 5022 1 69 0 4044 1 77 0| 2576 1| 6345 306 3202 1| 452 1 54
02-002 g 09 74 2625 235 1| 2124 1 67 0 1688 1] 2332 1| 1825 1| 1955 1169 38 0| 274 1 33
02-003 10 136 104 3085 1008 1] 793 1 71 0 774 1 48 0| 2098 1 67 105 37 0 53 0 26
02-005 5 038 35 413 199 1| 1810 1 51 0 79 0 130 1 749 1| 2831 285 426 1| 123 0 46
02-006 29 002 10 4630 108 1 99 1 51 0 245 0 198 1| 3435 1| 3418 336 57 0 71 0 42
02-007 22 077 62 1968 1635 1| 998 1 65 0 4104 1| 5617 1| 5266 1| 265 3081 51 0| 379 1 49
02-008 43 060 50 3509 271 1| 2303 1| 1035 1 617 1 53 0 325 1| 1448 229 1093 1 92 0 25
02-009 20 038 35 9602 226 1] 195 1 66 0 381 1 301 1| 8673 1| 1846 1453 56 0| 153 0 52
02-011 12 070 57 1302 721 1| 575 1| 163 1 864 1| 1019 1 226 1| 886 160 53 0 80 0 64
02-013 42 026 26 206 62 o| 714 1| 196 1 275 0 55 0| 1786 1| 216 165 59 0| 119 0 85
02-014 1 001 10 1822 2200 1| 1445 1| 307 1 3098 1| 2041 1] 2752 1| 1166 147 140 1 44 0 33
02-015 24 033 31 948 839 1] 360 1 61 0 5175 1| 1034 1] 1223 1| 781 209 160 1| 133 0 44
02-016 24 032 30 1112 2834 1] 1201 1 41 0 5848 1 756 1] 3771 1| 427 118 53 0| 125 0 32
02-017 so 037 34 871 91 1] 135 1| 106 1 58 0 136 1 460 1| 339 503 44 0| 132 0 56
02-018 10 035 32 1077 1171 1] 8171 1 42 0 143 0 103 1 91 0| 167 888 38 0 38 0 29
02-019 g 010 15 1245 26 0 31 0 41 0 38 0 40 0 106 0| 3454 151 35 0 82 0 36
02-020 10 028 27 1762 693 1 45 0 26 0 49 0 35 0 156 0| 1710 76 919 1 52 0 25
02-028 45 L1186 4207 90 1] 163 1 40 0 1806 1 721 1| 1870 1| 681 2218 334 1 66 0 27
02-030 70 078 6,3 8118 2587 1 359 1 327 1 341 1 196 1 5642 1| 1264 2199 333 1| 134 0 46
02-032 6 025 26 4096 65 0 84 0 68 0 174 0 41 0 631 1| 162 134 40 0 65 0 40
02-034 1,0 001 09 90 52 0| 662 1 60 0 42 0 31 0| 1233 1 91 89 37 0 39 0 34
02-038 2 081 65 925 658 1| 465 1| 252 1 4962 1 654 1 81 0| 1598 2385 125 1 68 0 28
02-041 35 057 48 4124 83 o| 215 1 67 0 226 0 116 1] 14m 1| 1006 599 37 0 83 0 35
02-042 3 070 57 3294 715 1| 798 1 84 0 232 0 60 0| 1882 1| 1392 200 170 1| 157 0 25
02-046 11 034 32 8924 371 1] 327 1| 668 1 7701 1| 7656 1| 1105 1| 874 166 321 1 72 0 47
02-049 64 038 35 1019 1110 1 67 0 51 0 3326 1 577 1 394 1| 2270 589 187 1| 114 0 25
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0,15
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3838 1 53 0 289 1 40 0 38 0 47 0 77 0| 1907 202 1 35 0 49 0 35
1790 1 318 1 89 1 88 0 41 0 26 0 3610 1 75 47 0 33 0 56 0 30
3519 1 102 1 290 1 64 0 61 0 82 0 2678 1| 8149 300 1 48 0 109 0 55
910 1 60 0 42 0 28 0 183 0 22 0 67 0] 1306 38 0 25 0 160 0 22
624 1 40 0 86 0 33 0 30 0 46 0 3305 1 105 107 0 29 0 98 0 26
232 1 45 0 73 0 54 0 59 0 86 0 82 0| 1070 213 1 42 0 79 0 50
100 0 52 0 45 0 78 0 175 0 143 1 111 0 328 148 1 45 0 140 0 60
447 1 26 0 125 1 26 0 42 0 28 0 1890 1 167 54 0 30 0 25 0 24
670 1 67 0 52 0 637 1 1014 1 95 1 1130 1 1051 747 1 170 1 27 0 22
72 0 63 0 206 1 41 0 52 0 40 0 1792 1 238 97 0 36 0 82 0 36
88 0 27 0 29 0 35 0 33 0 26 0 86 0 160 61 0 31 0 121 0 33
2062 1 30 0 656 1 30 0 33 0 36 0 1138 1 167 46 0 30 0 28 0 29
122 0 67 0 55 0 38 0 33 0 55 0 941 1 87 203 1 30 0 43 0 32
2455 1 25 0 65 0 33 0 49 0 27 0 724 1 501 46 0 43 0 44 0 30
377 1 65 0 32 0 54 0 287 0 29 0 77 0 117 44 0 51 0 43 0 44
1141 1 27 0 27 0 76 0 1440 1 30 0 1873 1 240 146 1 33 0 744 1 26
49 0 30 0 69 0 36 0 49 0 27 0 49 0 161 49 0 34 0 62 0 35
215 1 25 0 81 0 26 0 30 0 24 0 1435 1 96 40 0 30 0 110 0 26
214 1 19 0 40 0 28 0 889 1 21 0 44 0 141 40 0 33 0 94 0 24
179 0 21 0 55 0 26 0 525 1 23 0 1749 1 70 37 0 27 0 38 0 23
694 1 636 1 63 0 33 0 157 0 66 0 1956 1 209 153 1 74 0 50 0 32
2291 1 26 0 35 0 80 0 624 1 41 0 1704 1 122 105 0 31 0 51 0 32
649 1 116 1 128 1 528 1 719 1 376 1 406 1 295 582 1 41 0 42 0 23
2306 1 155 1 1774 1 43 0 82 0 94 1 535 1 1291 234 1 39 0 46 0 38
137 0 24 0 37 0 31 0 29 0 29 0 81 0 104 97 0 28 0 59 0 29
230 1 28 0 504 1 19 0 381 1 67 0 154 0 616 98 0 267 1 33 0 20
1600 1 39 0 458 1 39 0 819 1 281 1 807 1 188 121 1 43 0 43 0 24
273 1 2139 1 106 1 22 0 374 1 24 0 157 0 211 75 0 29 0 29 0 23
246 1 30 0 28 0 32 0 29 0 26 0 42 0 33 64 0 29 0 40 0 30
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1343 25 0 37 0 30 0 214 35 736 95 69 0 26 0 60 0 24
1757 57 0 61 0 48 0 48 39 1322 154 204 1 34 0 60 0 38
1959 80 0 35 0 193 1 1392 328 1952 422 263 1 34 0 76 0 30
1613 26 0 88 1 23 0 67 106 292 1601 105 0 44 0 87 0 23
445 359 1 563 1 21 0 836 879 420 170 46 0 160 1 27 0 23
838 29 0 43 0 38 0 322 29 2395 564 103 0 31 0 38 0 31




Données densitométriques de I’auto-réactivité au niveau des sites sentinelles
No groups | SO S1 S2 S3 S4 | S5 S6 S7 S8 | S9 S10 | S11 | S12 S13 | S14 | S15 | S16 | S17 | S18 | S19 | S20
01- abobo 0,19,0,33| 0,12|0,27(0,3|0,44 | 0,64|0,52|1,1|0421,26| 1,90,0,36| 0,24 0,17 1,63 | 0,85 0,09 0,2 0,19 0,11
823 abobo 09)0,61|0,52|0,61,06,|0,39|0,73(0,77|08|1,11|165| 0,69,0,51|0,91,0,36| 0,85|0,42|0,45|0,733| 0,08 0,10
824 abobo 0,24, 0,2|1,17| 0409|046, 0,82 0,7(1,1|132,0,73| 1,56|3,12| 1,18 0,97 0,54|0,68|0,11|0,396| 0,51 0,30
825 abobo 0,890,25| 0,15|0,33,0,5,047|042(043|0,5|0,55|040, 0,27,0,19| 0,19|0,14| 1,94 0,38|0,22| 0,436 | 0,34 | 0,20
826 abobo 0,00 |0,05|0,14|0,69,0,7,047| 109 0O6)|0,7|0,81|0,29| 0,85,0,33| 0,17| 0,13, 0,77,0,44|0,39|0,131 0,13 0,26
827 abobo o,10)0,12| 0,17|0,37,0,6|0,83|082(0,97|1,3|0,54|066| 083,042 0,38|0,24| 044 |0,35|0,09|0,178| 0,25 0,15
828 abobo 0,98 |0,68| 0,96 | 1,44 2| 11,6252 1345127299 2,52|1,03|0,98/0,83|0,92|0,40|6,71|3,266| 0,18 0,39
829 abobo 1,20/0,31| 0,24|0,22,04|0,33 046|096 |16|2,81|0,27| 0,73|0,61| 0,51/0,62| 0,38|0,37|0,34| 043| 0,21 1,92
810 abobo 0,27 0,24 | 0,15|0,21|0,2| 0,22 | 0,27|0,31(0,9|0,63|1,08| 1,67 0,27 0,48 0,32 | 1,24|0,42|0,09|0,252| 0,21 0,10
811 abobo 1,00/091,0,89|0,07,05|0,28| 0,26 |0,270,5/0,31|0,64| 0,720,411 0,55|0,28| 0,49|0,21|0,26(0,419| 0,17 0,17
812 abobo 0,71,0,14,0,33|0,95(18|2,32| 2,83|534|28|045|160| 4,27 |168|1,15(1,29| 0,82 2,21|0,35|0,215| 0,24 | 0,31
813 abobo 049,044 055|042|04|047|049|1,16|/0,9|0,28|0,60| 0,42 0,13 0,27 0,17 0,50|0,64|0,21| 0,39| 0,37 0,57
814 abobo 0,54|0,29| 0,29|0,230,60,73|0,51(0,51|09,0,59|0,58| 1,23, 0,5|0,66|0,35|0,62|043| 0,1| 0,12 0,24 0,06
815 abobo 1,200,851 0,82 1,1 1,083)067|122(1,1/096)|0,78| 0,96 |0,35| 0,34 |0,08| 0,92|0,42|0,48|0,343| 0,32 | 0,95
gil abobo 1,29 0,01 0,01 0,02 0|002|0,11}0,62|04,|042)|0,02| 005|0,09|0,05|0,010,02]0,00 0| 0,002 | 0,00 0,00
giz abobo 0,56 0,26 | 0,16 |0,29,04| 0,42 0,37 0,51 1i,0,28|0,51| 069,046 0,32|0,24| 0,34 0,46 | 0,18 | 0,208 | 0,15| 0,99




023

01- abobo 0,10 0|29%92|008,04/0,76|143|2,18|1,5|4,17 2,64 3,57|1,91|0,860,66|9,30| 7,05|0,06| 0,33|1,31| 0,02
gifl abobo 0,93|0,28| 1,47|0,33 i)0,74|1,09,1031,1141,139| 0,68 0,5|0,65|0,36| 0,97|0,32|0,33|0,223| 0,14 0,25
gi? abobo o,18)|o0,12,| 0,17, 03|04,031|0,59|045|0,6 0,170,21| 0,68 0,5|0,25|0,34| 042 0,23| 0,2|0,323 | 0,14 0,15
8?-7 abobo 0,63|0,69| 040,0,22|0,2, 0,2|0,39|094)0,50,31/0,38| 0,51/0,53|0,35|0,27| 0,38| 0,26 |0,15|0,245| 0,20 0,30
gi-g abobo 0,00 0 o000)003|0,10,08 0,14|{1,11|1,1(0,24|0,04| 0,12} 0,2 0,18|0,03| 0,08 0,01 0|0,001 0,00]| 0,00
gi? abobo o,111,19] 1,03 0,38 1054 083|1041,2,0,51,092)| 1,22|0,37| 0,360,111 0,40, 0,16 0,130,183 | 0,15]| 0,17
gi? abobo 0,29|0,62|0,31046|06,0,66| 0,56|045|0,9,043|0,37| 0,57|0,14| 0,13 0,05 0,41 0,25|0,17|0,286 | 0,31 0,10
gi-l abobo o,15|0,16| 0,13 |0,24|0,3,0,82|193|1,12|13,0490,68| 0,93|0,28|0,37|0,33|0,35|0,32|0,17 | 3,544 | 0,23 | 0,17
gi-z abobo 0,34|0,61| 0,36 0,35|0,5,042) 0,37|0,73|0,7| 0,3/049| 0,60)0,06|0,03|0,11|0,50|0,36|0,21|1,536| 0,43 0,57
gf abobo o48)|0,52| 04005905041, 045|0,88|1,1,0,32/0,39| 0,470,177} 0,26 |0,19| 0,66 0,34|0,12|0,359| 0,29 0,28
8? abobo 1,67 0,12 0,10,0,33(0,3|0,44)| 0,78|1,111,2|0,34|0,55| 0,65| 0,2| 0,40 ,0,32| 0,68|0,39|0,16|0,182| 0,15 0,18
8?-5 abobo 0,20|0,26| 0,16 | 0,26 |0,3|0,29| 0,33|0,65|1,2|0,32|0,60| 0,76 | 0,36 | 0,36 |0,22| 0,41 0,27|0,17 0,222 | 0,17 | 1,53
gi? abobo 0,00 0| 0,00]|0,01 0008 0,24|0,75|12|0,34|0,36| 0,65|0,21| 0,15|0,12| 0,39 0,25| 0,01 | 0,024 | 0,02 | 0,01
8?-7 abobo 1,140,411 035|044 |0,9|0,72| 1,31 0,77 1,162|1,24| 1,07 3,48 441 1,53| 0,80| 0,60 0,19|0,141| 0,07 | 0,12
8?-8 abobo o,00|0,01|0,01|0,02|0,1| 0,2 0,19 0,8 1,0,13|0,16| 0,23 0,12 0,04 | 0,03 | 0,13 | 0,00 0|0,005| 0,03 0,01
82? koro 0,02 04|0,76 0,84|09,1,16|1,69|3,64|2,1/0,72|1,14| 2,16 1,12} 1,44 |0,65| 2,36 0,62 | 1,4|0,393| 0,27 | 0,42




001

02- koro 0,06 |0,22| 0,22|0,71|19,2,64| 498)|3,26|18|259|252| 3,73|269)|130|1,01 2,71|1,12|0,17| 0,43 | 0,65 0,20
82-2 koro 0,06 |0,37| 0,29|0,25|0,3,0,26| 044|043|0,9/0,38|047| 0,40,0,24| 0,33|0,15| 0,63 0,24 |0,05|0,155| 0,13 0,10
gg? koro 0,20 o,3| 0,10,0,25,0,5,0,72|0,37|0,86|1,1,0,28|0,51| 0,899,046 0,72|0,31| 0,29|0,12|0,05|0,117 | 0,25 | 0,04
ggfl koro o0,01|0,07| 0,56 0,67|0,7,097|1,16|145|16 045099 1,480,95| 1,20|0,9 0,83|0,59|0,11|0,173 | 0,24 | 0,50
82-5 koro 2,75|0,39| 0,68|0,61|1,9 21142)0,56|2,1(232|094| 043/0,39|0,87|2,74| 2,84|0,98|1,01 1,208 | 0,26 | 0,22
gg? koro o0,51,0,55| 0,37|0,28,0,5,0,57,069|09)09|1,18|0,98| 1,06 047 0,52| 0,2] 0,56|0,57|0,26 0,526 | 0,16 | 0,51
82-7 koro 094|045 0,36/062|16|1,21|1,18|0,75|0,9|6,04|3,64| 0,57, 05| 0,57|0,25| 0,70|0,47|0,24|0,235| 0,13 | 0,14
82-8 koro 0,74|043| 047,0,54|08,045|0,63|1,23|1,7,037|108| 1,27,0,95|0,73|0,25| 0,64|0,45|0,35|0,525| 0,98 | 0,52
gg? koro o0,280,33| 0,17,0,110,1,0,14 0,14|0,57|0,9/0,34|0,66 | 0,55, 0,1 0,17|0,25| 0,40 0,13| 0O,1|0,257| 0,21 0,09
8;-1 koro 0,000,014 0,04,0,01,0,1,0,08, 0,16|0410,7| 06041 1,13|2,46)| 2,19|0,18| 0,90 0,37 0 0| 0,00 0,03
8;-2 koro 4,47 0,21 035|0,77(1,5|153| 199|446 18|168|1,07| 2,05|1,75| 1,71 1}1,21/0,26 0,220,084 | 0,11 | 0,27
gf koro 0,36 |0,39| 0,23|0,08|0,4|5,38| 2,76 | 1,77 1,037|104) 1,65,0,32, 0,33} 0,3|0,44)0,35|0,11|0,248| 0,24 | 0,19
8;‘ koro 0,90|0,96| 0,77 | 0,88 i)089|0,71,0,76 08|0,71,098| 1,28|0,72| 0,66 0,42 0,58,0,63| 0,2|0,181| 0,23 | 0,86
8;-5 koro o61| 09|09,057,04,033|0,58|064|08/1,28(135( 1,61, O6)|043|0,13|0,82|0,39|0,35|0,059| 0,33 0,27
gf koro 0,39|0,16| 0,12 0,18 04,0,42| 0,37 | 0,84 i,041|069| 068, 0,5|0,410,33| 0,40 0,20| 0,2|0,271| 0,27 | 0,13
8;-8 koro 0,040,112 0,16 0,24|08,0,87| 1,36|1,44|2,6 081090 1,11,0,67| 0,57 0,66 1,03|0,67| 0,2|0,234| 0,19 0,12




019

02- koro 1,01(041|0,29(0,19(0,1|0,16| 2,27 1,54 ,2,7,0,36 | 3,72} 1,71,0,35| 0,74|0,31| 0,60 0,26 | 0,290,386 | 0,37 | 1,31
gf koro o60| 05|042|1,05|2,5|2,24| 3,55| 2,5|184,06|250| 3,202,37|192|161139|291|0,29|0,894| 0,54 0,16
85-8 koro o48| 04| 063/093|13,0,89| 3,80|2,21|24)3,16|2,29| 5,55|2,12|2,61,0,890,93|1,88|0,95|0,482| 0,64 0,50
82? koro oe68| 06/|0,36|041)0,70,74| 0,82 0,55 i,068|0,72| 087,0,39,0,780,48| 0,53|0,83|0,15|0,342| 0,38 | 0,35
82-2 koro o,60|0,59| 34906406039 0,52|042,08|1,27|0,87| 0,81|0,65|0,44|0,09| 0,62 0,22|0,39|0,221| 0,13 | 0,73
gf koro 2,35|1,11,049,063|13,1,14,084|1,03|12,094|183| 1,44 ,1,05|100)|0,64 0,83|0,47|0,11|0,292| 0,28 0,10
8? koro 0,040,411 0,84 | 1,23 i|1,17| 094 153|1,2,0,76,0,89| 1,36| 09|0,75|045,0,84|0,41| 040,504 | 0,35| 0,34
82-7 koro 0,228,049, 047, 06|08,081|1,09|1,20|15/0,71(1,73| 3,53|1,68| 1,36|0,56| 0,64 0,36 0,14 |0,108 | 0,21 0,29
82-8 koro o8| 1206810815104 134} 12|14} 131,12 1,54)1,65|135|0,26| 1,80 0,51|0,14|0,494 | 0,70 | 1,45
8;1 koro 0,300,39| 0,731,633 3,1 24| 2,76|2,33|26/|152|1,26| 2,51,187|2,54|0,66)| 3,72|1,13|0,31(0,739| 1,11 0,31
8;2 koro 0,16 |0,34| 0,22 0,504,037} 0,65|0,76|09|1,22|1,36| 4,64 3,76 188|133|086|1,04| 0,1|0,144| 0,16 | 0,14
83? koro 0,55|0,34| 0,06 0,36/08,085|1,22|1,05|18| 040,96 1,78,0,84| 0,58|0,36| 0,64|0,34|0,17|0,277| 0,16 0,11
83? koro 1,18 0,82 0,380,27(0,5|0,67| 0,90|0,79|0,6 |0,33|0,59| 0,66 |0,37| 0,14 0,17 0,44 | 0,40 | 0,27 | 0,263 | 0,18 | 0,47
8(23? koro 0,76 049 0,54,043,0,5,0,25| 0,18|0,31|0,6 |0,42|0,42| 0,55,0,19|0,38|0,18| 0,46|0,39|0,08|0,103| 0,21 0,11
gf koro o,12|0,13| 0,16 | 0,110,3,0,26 | 0,40|0,68|1,1/0,39/047| 0,66 041 0,33|0,18| 0,51|0,24|0,18|0,309| 0,16 | 0,08
8;? Man 1,810,399 0,15/0,52(0,8|0,81| 0,60|0,49,0,7|0,64,082| 0,52|0,51| 0,64 ,0,51| 0,50,|0,15|0,35|0,113| 0,10 0,13




008

03- Man 0,05 o o00|018,02|0,27(095|131|12|1,65,0,86| 1,18 |0,63|0,52,0,38| 1,23 |1,58|0,01|0,054]| 0,06 | 0,00
gg? Man 2,21)092|1621,78|2,3|166| 1,53|102|0,9|1,95/4,02| 3,54 2,7|137|043| 2,52|0,32| 1,3|0,207| 0,74 1,22
8;? Man 197243180 18(2,5|2,57|2,21|1,474,6|4,42|548| 1,23|0,58| 1,33 |2,13| 4,97|6,79|0,54|0,771| 0,68 4,02
8;-1 Man 0,210,62| 0,26 0,56 04,034 0,33|0,53|0,7|0,21|0,28| 0,41 0,16 | 0,26 |0,12| 0,26 0,18|0,17|0,176 | 0,07 | 0,14
8;-2 Man 0,25|0,05| 0,080,14|0,20,18, 042|046 ,0,6 |0,18|0,14| 0,310,59| 0,24|0,13| 0,26 | 0,16 | 0,04 | 0,079 | 0,11 | 0,13
8;-5 Man 0,990,559 0,19,067|14, 14| 209|168|15/061/144| 1,9 139|0,81|0,65|0,87|0,79|0,09|0,262| 0,17 0,17
8;? Man 1,57 0o 003|003|0,2|0,27|0,39|098,|0,6|0,55|0,05| 0,23|0,24|0,19|0,01| 0,20, 0,15|0,05| 0,02 0,00 0,01
8;-7 Man o,60|0,29| 0,180,27|0,5| 0,6 0,83|097,1,7| 0,2|0,68| 0,60]0,21|0,24|0,21| 0,40 0,32|0,31|0,414| 0,15 1,03
8;-8 Man 203|233|161/0,28,04,082|1,14|1,37|0,80,77|249| 2,31,0,72| 041,042 1,15|0,34| 0,3| 0,18 1,15 1,49
8;? Man o,75|045)| 0,15,0,33|0,6, 0,3} 0,37|0,75|0,80,93|146| 1,54,0,37|0,33|0,15| 1,14 0,44 | 2,66 | 0,511 | 0,32 | 0,25
85? Man 0,39 o05|0,3,0,56,04,034)|0,31|0,28|0,6/|0,44)0,27| 0,35,0,19| 0,18|0,08| 043)|0,11|0,72|5,042| 0,21 0,34
85-1 Man 1,60 1,15| 0,670,24(0,5|0,67| 0,86 |0,73|0,7| 1,24 | 4,12| 5,28 )|0,65| 0,63 |0,26| 0,82 |1,65|0,28|0,576 | 0,32| 0,70
85-2 Man 0,280,014 0,03|0,17,0,3,0,24, 0,54|1,36|16|0,71|0,55| 0,90,042| 045|042 1,40 3,14|0,01| 0,03 0,19 0,01
gf Man 1,12 0,73 0,52,044,08)|0,71|0,87|1,38,14| 05082} 1,61,0,78| 3,85,0,58| 1,17|,0,46|0,48|0,081| 0,16 | 0,68
8? Man 0,74 ,0,33| 0,270,21,0,4| 0,59 0,69| 0,83 i,042|0,54)| 1,03,0,27,0,35|0,23| 0,57,043| 0,2]|1,645]| 0,23 | 0,65
85? Man 0,18 0,44 0,22 |0,21,0,2,0,39, 0,55|0,79|1,2) 0,27 0,79 0,77 0,16 | 0,13 |0,18| 0,58 0,64 | 0,2|0,219| 0,15 0,11




028

03- Man 0,58|0,21|0,34,047|09,055|142|105|12,047|0,56| 4,14,1,91|0,81|0,9 | 0,96|0,74|0,08|0,436| 0,41 0,39
gg? Man 0,75/0,35|149/1,16 | 2,1 | 3,33 | 4,78 | 1,93 4|1145|141)| 1,20,0,35|0,93 1,47 4,28 2,50|0,12| 0,19 0,54 | 0,20
gz? Man 0,49|0,29| 0,24,048|05, 04 0,50|0,59|15/0,23/0,71| 0,92 04| 1,13|0,74 0,48 0,48|0,27|0,353 | 0,34 0,56
83-1 Man 0,21 0,2|0,23/044,08,043|082|0,78|0,70,39/0,28| 0,902,82|0,69|045| 040/ 0,30|0,04|0,137| 0,52 0,26
83-2 Man 0,66 0,86 1,31 1,88 21138 1,17 0,45 i,152|1,17) 156 ,0,95,| 0,73 0,23 | 1,36 | 0,52| 0,210,102 | 0,20 | 0,77
gf Man 1,230,25|0,690,24(0,7|1,32|149|0,7608|063|146| 148|198 2,00,0,71 1,16 | 0,29 0,210,232 | 0,11 0,30
8? Man 0,25|0,23| 0,14 | 0,54 1,082} 1,13,0,78,1,6,086|053| 1,38|1,79| 0,64|0,47| 0,97 0,96 0,110,294 | 0,42 | 0,43
83-5 Man 0,33 |0,27| 0,19,0,26|0,3,0,07|0,68|1,23|18|0,15/0,34| 0,56 0,23| 0,60|0,14| 0,46 0,19|0,07|0,113 | 0,12 0,57
83? Man o,13|0,27| 0,200,21,0,3,0,43| 0,34|043|0,9|0,27|0,53| 0,60|0,34|045)|0,25| 0,42 0,16 |0,03|0,016 | 0,13 | 0,06
83-7 Man 0,32|0,54| 0,61,042,0,3,0,15| 0,22|0,55|241,23|0,80| 0,86)0,22|0,37|0,16 | 0,64 | 0,33|0,25|0,155| 1,83 | 0,06
gz? Man 1,16 (1,17 0,920,477 |0,6|0,56| 0,74|0,69|0,7| 0,5|0,55| 0,61|0,51| 0,32 |0,24| 0,39|0,31|0,19|0,275| 0,22 0,29
gg? Man o,68|0,65| 0,54 0,5|0,7,055|093|0,76|2,6 095180 1,99,0,38|0,86|041093|1,79|0,76| 0,95| 0,58 0,75
83-1 Man 0,14 0,52 0,39|0,56 | 04,0,68| 047|0,52|2,1/0,85|2,23| 2,74,0,57|091,0431,18|0,81|0,14|0,178 | 0,20 0,09
83-2 Man 0,19|0,28| 0,16 /0,28, 0,4,0,29, 046|0,88|0,9|0,25|0,18| 1,09,1,18| 0,33 |0,19, 045|0,41|0,04|0,121 | 0,22 0,11

045




Données densitométriques de 1’auto-réactivité des différents phénotypes cliniques étudiés

No group | SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 Ss7 S8 S9 S10 | S11 | S12 | S13 | S14 | S15 | S16 | S17 | S18 | S19 | S20
ANKO ISEC 3,14 061 1,20 1,64 | 1,23 | 0,58 | 0,15 0,88 | 1,31 | 2,18 | 1,77 | 1,80 1,11 | 0,88 | 0,26 | 0,44 | 0,10 | 0,43 | 0,38 | 0,61 | 0,65
ZlNKO EC 0,13 | 0,27} 0,33 | 0,65 0,59 | 0,25| 0,63 | 1,35 | 1,05 | 0,47 | 1,65 579 0,78 | 0,41 0,39 | 1,21 | 0,40 | 0,18 | 0,27 | 0,45 | 0,14
24NKO EC 047|032 0,25} 0,92 1,27 | 0,67 | 0,57 | 0,63 | 2,31 | 0,74 | 0,89 | 1,48 | 0,90 | 0,63 | 0,46 | 1,34 | 0,42 | 0,83 | 0,32 | 0,55 | 0,24
ZSNKO EC 0,12 | 0,55| 0,41 0,47 0,77 | 0,86 | 0,78 | 0,59 | 0,84 | 0,74 | 1,09 | 1,33 | 0,57 | 0,44 | 0,33 | 0,54 | 0,31 | 0,30 | 0,46 | 0,50 | 0,24
iONKO EC 13,8 | 2,02 | 4,28 | 3,24 | 6,75 | 6,36 | 457 | 2,98 | 4,11 | 863 | 3,69 | 7,23 | 594 | 821 | 566 | 3,49 | 0,44 | 0,17 | 0,32 | 1,88 | 1,23
::\IK EC 0,1; o08)| 0,10 1,91 | 2,66 | 1,32 | 2,37 | 1,00 | 1,54 | 1,81 | 0,46 | 0,91 | 1,00 | 1,42 | 0,65| 2,92 | 0,96 | 0,17 | 0,08 | 0,12 | 0,44
21N£|1<0 EC 0,64 | 0,46 | 0,20 | 0,62 | 1,41 | 0,88 | 0,66 | 1,02 | 0,94 | 0,42 | 0,63 | 0,87 | 0,22 | 0,32 | 0,94 | 0,83 | 0,62 | 0,16 | 0,02 | 0,31 | 0,13
iSNKO EC 053|109 | 426 | 09 | 1,25 | 1,27 | 2,36 | 3,21 | 1,98 | 1,44 | 2,74 | 3,54 | 1,47 | 2,09 | 0,72 | 5,00 | 1,98 | 0,58 | 0,40 | 0,41 | 0,75
17NKO EC 039|o068)| 03| 046 097 | 2,01 1,31 0,77 | 1,57 | 0,559| 0,80 | 1,46 | 1,20 | 0,68 | 0,93 | 0,49 | 0,68 | 0,15 | 0,50 | 0,20 | 0,27
igNKO EC 1,25 0,77 | 09 | 045 | 0,53 | 0,56 | 0,51 | 148 | 2,54 | 199 | 0,70 | 1,28 | 0,80 | 0,78 | 0,24 | 1,52 | 0,97 | 0,22 | 0,20 | 0,49 | 0,76
iONKO EC 09| 045)| 0,37 0,16 | 0,34 | 0,33 | 0,82 | 1,32 | 1,25 | 2,09 | 0,98 | 1,66 | 0,53 | 0,40 | 0,18 | 0,79 | 0,06 | 0,07 | 0,06 | 0,26 | 0,32
ilNKO EC 0,14 | 0,72 | 0,46 | 0,72 | 1,06 | 1,02 | 1,08 | 1,25 | 1,63 | 0,37 | 0,74 | 1,44 | 0,90 | 0,85 | 0,57 | 0,60 | 0,46 | 0,09 | 0,06 | 0,18 | 0,59
izNKO EC 042 | 0,29| 0,30 | 0,32 | 0,40 | 0,32 | 047 | 09| 131|044 | 0,68 | 1,38 | 0,67 | 0,92 | 0,66 | 0,59 | 1,01 | 0,18 | 0,36 | 0,33 | 0,25
igNKO EC 044 | 038 )| 0,54 | 1,01 1,10| 0,79 | 0,60 | O,65| 0,85 | 0,47 | 1,18 | 1,27 | 0,79 | 0,99 | 0,62 | O,71 | 0,59 | 0,14 | 0,43 | 0,44 | 0,31
igNKO EC 1,36 | 0,74 | 0,54 | 0,57 | 1,32 | 1,18 | 1,47 | 0,66 | 0,90 | 2,18 | 2,07 | 1,31 | 1,44 | 1,59| 0,92 | 1,30 | 1,98 | 1,26 | 2,71 | 0,25 | 1,82
iGNKO EC 030 |o042)| 0,15 046 | 088 | 1,35| 1,14 | 0,47 | 1,03 | 1,22 | 0,55| 1,09 1,18 | 0,72 | 0,41 | 0,40 | 0,82 | 0,19 | 0,16 | 0,13 | 0,31
iBNKO EC 2,29 1,15} 1,09 0,25 1,30 1,30 | 1,36 ( 1,29 | 1,57 | 095 1,17 | 1,63 | 1,52 | 0,90 | 0,81 | 0,61 | 0,86 | 0,14 | 0,72 | 0,36 | 0,30
ilNKO EC 1,01 0,38 | 0,27 | 0,24 | 0,95 | 0,60 | O,86 | 0,72 | 0,65 | 3,65 | 2,48 | 0,47 | 0,65 | 0,86 | 0,52 | 0,36 | 0,17 | 0,33 | 0,25 | 0,17 | 0,29
14NKO EC 0,52 | 0,68 | 0,89 | 0,69 | 0,57 | 0,63 | 0,90 | 1,18 | 1,36 | 0,49 | 0,66 | 0,90 | 0,66 | 0,70 | 0,44 | 0,49 | 0,43 | 0,04 | 0,11 | 0,11 | 0,21
iGNKO EC 0,09 | 0,28 | 0,55| 0,20 0,14 0,38 1,11 | 1,13 | 1,87 | 0,50 | 1,25| 0,81 | 0,48 | 0,94 | 0,34 | 0,43 | 0,21 | 0,03 | 0,10 | 0,10 | 0,12
iBNKO EC 053|038 | 0,15| 0,53 | 1,07 | 1,07| 1,41 1,01 | 163 | 092 1,53 | 152 0,79 | 0,99 | 1,23 | 0,69 | 0,95 | 0,31 | 0,35| 0,23 | 0,14

49




ANKO | EC 212]0,15] 067 ] 1,52 ] 1,23 ] 0,67 | 0,28 | 0,77 | 1,45 | 1,36 | 0,89 | 1,02 | 0,57 | 0,54 | 0,33 | 1,00 | 0,11 | 0,37 | 0,45 | 0,74 | 0,41
Zimo EC 0,14 | 0,36 | 0,19 | 0,32 | 0,99 | 2,46 | 1,50 | 1,21 | 1,39 | 2,21 | 1,20 | 2,37 | 0,91 | 0,77 | 0,57 | 4,03 | 0,81 | 0,26 | 0,77 | 0,33 | 0,11
anmo EC 0,33 | 0,43 | 0,60 | 0,64 | 0,92 | 0,86 | 0,90 | 1,01 | 1,25 | 0,66 | 1,44 | 1,98 | 0,69 | 0,99 | 0,91 | 1,18 | 2,66 | 0,33 | 2,29 | 0,58 | 0,70
inzxmo EC 0,00 | 0,00 | 0,02 0,26 | 0,38 | 0,34 | 0,36 | 0,53 | 0,72 | 1,54 | 0,41 | 0,84 | 0,52 | 0,38 | 0,29 | 0,66 | 0,22 | 0,02 | 0,00 | 0,00 | 0,02
iimo EC 2,31 | 0,16 | 0,20 | 11,1 | 17,8 | 12,8 | 422 | 1,37 | 1,33 | 9,92 | 10,1 | 12,5 | 8,46 | 7,37 | 2,96 | 1,55 | 0,00 | 0,06 | 0,00 | 0,02 | 0,27
i|7\u<o EC 0,37 | 0,45 | 0,37 o,sg 0,9:31 0,78 0,48 | 1,20 | 1,50 | 1,82 o,sg 0,9; 0,43 | 0,28 | 0,06 | 0,05 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
ils\lko EC 0,31 | 0,44 | 0,95 | 0,37 | 0,27 | 0,22 | 0,28 | 0,72 | 1,07 | 1,73 | 1,09 | 2,68 | 2,12 | 1,49 | 0,60 | 1,26 | 0,35 | 0,04 | 0,00 | 0,01 | 0,00
ZONKO EC 033|052 071]052]0,75]| 0,54 | 045 | 0,97 | 0,83 | 0,69 | 0,58 | 0,81 | 1,43 | 1,48 | 0,29 | 0,35 | 0,26 | 0,06 | 0,19 | 0,15 | 0,18
Zuzxmo EC 4,56 | 0,74 | 2,22 | 1,30 | 1,46 | 1,55 | 2,12 | 2,26 | 2,20 | 2,38 | 2,67 | 4,33 | 2,87 | 2,62 | 1,61 | 1,68 | 0,76 | 0,32 | 0,40 | 0,39 | 1,00
Z\imo EC 2,42 | 0,30 | 0,78 | 1,21 | 2,91 | 2,37 | 1,35 | 1,96 | 2,13 | 2,55 | 2,26 | 3,53 | 2,52 | 2,93 | 2,49 | 2,00 | 0,04 | 0,16 | 0,74 | 0,57 | 0,82
Zus\mo EC 1,31 | 1,56 | 0,82 | 0,93 | 2,02 | 4,81 | 4,56 | 2,42 | 2,30 | 1,64 | 2,47 | 3,98 | 2,95 | 2,67 | 1,84 | 1,54 | 0,84 | 0,09 | 0,77 | 0,60 | 0,41
iimo EC 1,17 | 0,68 | 0,40 | 1,35 | 1,22 | 0,93 | 1,42 | 2,15 | 2,36 | 1,51 | 0,94 | 1,38 | 1,91 | 4,31 | 0,45 | 0,37 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01
insxmo EC 390 | 0,68 | 0,83 | 3,41 | 3,81 | 1,65 | 0,20 | 2,27 | 2,47 | 2,39 | 2,36 | 3,17 | 2,42 | 2,63 | 1,53 | 0,94 | 0,15 | 0,34 | 0,83 | 1,10 | 1,10
i|7\u<o EC 0,91 | 0,74 | 0,56 | 1,35 | 3,56 | 3,06 | 7,63 | 3,13 | 2,66 | 3,80 | 4,02 | 598 | 3,49 | 2,44 | 4,62 | 2,36 | 1,09 | 0,51 | 0,67 | 0,38 | 0,48
ZONKO EC 1,57 0,32 ] 098|047 | 063|080 | 0,79 1,28 1,34 | 0,96 | 0,87 | 1,34 | 1,17 | 1,11 | 0,62 | 1,59 | 0,74 | 0,45 | 0,27 | 0,57 | 0,82
le\u(o EC 0,02 [ 0,01 | 0,02 0,27 | 0,26 | 0,25 | 0,30 | 0,69 | 0,83 | 0,96 | 0,14 | 0,30 | 0,19 | 0,20 | 0,02 | 2,36 | 0,52 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
anxmo EC 3,15 | 0,24 | 0,25 | 0,69 | 0,86 | 0,57 | 1,11 | 2,94 | 3,01 | 2,86 | 1,55 | 2,98 | 19,7 | 149 | 0,52 | 0,25 | 0,00 | 0,07 | 0,16 | 0,46 | 0,82
Zimo EC 4,76 | 1,10 | 1,41 | 1,49 | 1,52 | 2,05 | 1,92 | 3,13 | 2,52 | 4,78 | 1,83 | 2,95 13; 12,8 1,50 | 4,30 | 0,34 | 0,24 | 0,09 | 5,40 | 0,17
Zimo EC 3,41 | 0,40 | 2,47 | 3,80 | 2,74 | 1,58 | 4,36 | 2,73 | 2,65 | 4,37 | 1,53 | 4,79 3,4§ 3,0i 0,75 | 2,48 | 1,53 | 0,30 | 0,26 | 0,70 | 0,66
ZGNKl EC 062 | 1,87 | 0,26 | 1,08 | 1,64 | 1,40 | 1,68 | 1,45 | 1,66 | 0,64 | 1,20 | 2,04 | 1,61 | 1,83 | 0,69 | 0,98 | 0,86 | 0,13 | 0,68 | 0,48 | 0,61
ZsNKl EC 0,24 | 0,14 | 0,59 | 0,97 | 0,89 | 0,71 | 0,98 | 1,81 | 1,35 | 0,70 | 2,66 | 4,60 | 1,99 | 2,30 | 1,40 | 0,70 | 0,71 | 0,66 | 0,23 | 0,50 | 1,07
ZGKOO AS 0,08 | 1,07 | 1,13 | 1,96 | 2,58 | 2,24 | 502 | 3,89 | 2,35 | 2,94 | 2,84 | 4,68 | 1,63 | 2,63 | 0,82 | 2,11 | 0,75 | 0,57 | 0,57 | 0,22 | 0,73




AKIO | AS 037]074] 1,21 1,43] 1,41 1,28] 1,01 [ 0,79] 1,40 0,31 ] 0,56 | 0,60 | 0,33 | 0,54 | 0,34 | 0,52 ] 0,31 | 0,30 | 0,35 | 0,11 | 0,13
iKZO AS 0,30 | 1,21 | 0,44 | 0,89 | 1,55 | 1,37 | 1,53 | 1,88 | 1,51 | 0,78 | 1,41 | 1,94 | 1,80 | 3,64 | 1,65 | 2,41 | 1,01 | 0,20 | 0,25 | 0,22 | 0,48
2A14 AS 0,70 | 0,48 | 0,43 | 0,78 | 1,19 | 1,03 | 1,58 | 0,89 | 1,69 | 1,85 | 1,41 | 2,58 | 1,17 | 1,23 | 0,65 | 1,38 | 0,93 | 0,36 | 0,70 | 0,50 | 0,32
2214 AS 022049 067|058 0,85]| 1,33] 0,96 | 0,50 | 0,66 | 1,03 | 0,49 | 0,90 | 0,53 | 0,69 | 0,46 | 1,35 | 0,64 | 0,20 | 0,24 | 0,28 | 0,20
22&4 AS 197089063 134|231 1,70 1,36 | 1,80 | 361 | 1,33 | 1,35 | 2,19 | 0,84 | 2,92 | 0,45 | 1,08 | 549 | 1,70 | 0,64 | 0,41 | 0,65
22\14 AS 0,17 | 0,24 | 0,23 1,30 | 2,39 | 0,57 | 2,78 | 0,84 | 1,49 | 0,82 | 0,85 | 2,17 | 2,32 | 2,69 | 1,31 | 1,24 | 1,09 | 0,59 | 1,10 | 0,72 | 0,94
25&4 AS 0,52 0,79 0,38 | 0,26 | 0,54 | 0,40 | 2,46 | 2,50 | 3,57 | 2,07 | 3,95 | 5,14 | 3,60 | 2,69 | 1,69 | 2,17 | 1,12 | 1,02 | 0,60 | 0,38 | 0,24
25\?4 AS 0,63 0,38/ 0,37 0,27] 0,9 0,80 087 0,78] 09| 0,47 092 1,41] 086/ 0,61 0,70 1,14 | 1,03 ] 0,28 | 0,39 | 0,29 | 0,28
25\14 AS 0,42 ] 052|039 0,62 1,08 1,23 | 1,21 | 1,52 | 1,48 | 1,44 | 0,92 | 2,68 | 1,11 | 1,39 | 1,62 | 0,73 | 1,14 | 0,68 | 0,95 | 0,90 | 0,16
giiz; AS 0,25 0,57 | 083|058 064|061 1,10 1,84 | 1,58 | 1,28 | 2,99 | 6,70 | 2,05 | 1,55 | 0,57 | 0,83 | 0,71 | 0,24 | 0,44 | 0,33 | 0,24
25\?4 AS 0,10 | 0,28 | 0,12 0,34 | 0,49 | 0,59 | 1,11 | 1,38 | 1,20 | 0,86 | 0,67 | 1,00 | 0,65 | 0,70 | 0,60 | 0,82 | 0,59 | 0,22 | 0,22 | 0,23 | 0,07
gﬁz; AS 348 | 092 | 1,21 0,45 | 1,07 | 1,02 | 0,98 | 0,73 | 0,87 | 1,54 | 1,97 | 1,31 | 0,99 | 1,02 | 0,52 | 0,68 | 0,29 | 0,12 | 0,16 | 0,14 | 0,27
2114 AS 0,54 | 1,91 0,77 | 1,41 | 2,12 | 1,07 | 1,61 | 1,54 | 1,51 | 3,53 | 2,00 | 10,2 | 3,63 | 2,60 | 2,92 | 1,46 | 0,64 | 0,14 | 0,17 | 0,11 | 0,17
giiz; AS 0,75 | 0,81 0,62 0,60 | 1,11 | 1,08 | 0,84 | 1,67 | 0,83 | 0,87 | 0,77 1,88 082|067 052 0,85]| 0,20 | 0,26 | 0,21 | 0,39 | 0,29
21?4 AS 193] 087|048 081 1,24 | 1,10 | 1,09 | 1,84 | 2,17 | 2,02 | 3,43 | 2,47 | 091 | 1,05 | 0,83 | 0,67 | 0,51 | 0,58 | 1,17 | 2,17 | 0,57
25\14 AS 1,28 1,03 0,74 | 1,10 | 1,42 | 1,38 | 1,66 | 1,44 | 1,82 | 0,87 | 1,97 | 4,77 | 1,71 | 1,42 | 0,70 | 0,76 | 1,56 | 0,26 | 0,85 | 0,57 | 0,73
25&4 AS 0,58 | 0,60 | 0,90 | 1,33 | 1,54 | 1,73 | 2,07 | 2,72 | 2,50 | 2,93 | 9,08 | 10,4 | 6,51 | 5,88 | 3,78 | 0,67 | 1,53 | 0,16 | 0,72 | 1,01 | 1,11
224 AS 2,74 | 1,84 | 0,23 ] 0,61 | 0,68 | 0,61 | 0,73 | 0,95 | 1,86 | 0,36 | 0,84 1,5451 1,01 ] 093] 0,85] 0,67 | 0,34 | 0,16 | 0,18 | 0,29 | 0,11
25\?4 AS 112 | 1,42 | 1,03 1,50 | 1,65 | 1,62 | 1,87 | 1,27 | 1,43 | 0,77 | 1,75 | 3,54 | 1,86 | 1,76 | 1,45 | 1,58 | 1,31 | 0,72 | 1,00 | 0,28 | 0,33
2%4 AS 1,30 | 1,01 | 0,41 | 1,06 | 1,52 | 1,04 | 1,14 | 1,15 | 1,28 | 0,34 | 1,00 | 2,29 | 1,06 | 0,99 | 0,79 | 0,85 | 0,75 | 0,12 | 0,45 | 0,42 | 0,30
224 AS 021]0,21]033|031]059] 056/ 1,18| 1,70 1,58 | 2,53 6,63 | 4,12 | 1,14| 0,83 0,70| 0,30 | 0,58 | 0,17 | 0,25 | 0,24 | 0,25
27\14 AS 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,14 0,28 | 0,26 | 0,72 | 1,23 | 1,37 | 0,69 | 0,48 | 0,60 | 0,34 | 0,17 | 0,15 | 0,37 | 0,11 | 0,07 | 0,10 | 0,06 | 0,01

085




PAL4 | AS 2,45 | 0,50 | 0,46 | 0,62 | 1,24 | 0,94 | 1,04 | 0,47 | 0,75 | 1,03 | 1,05] 0,83 | 1,02 | 1,48 | 0,82 | 0,66 | 0,49 | 0,27 | 0,22 | 0,19 | 0,31
087

PAL4 | AS 1,45 0,37 | 1,90 | 0,86 | 2,32 | 1,98 | 1,57 | 0,49 | 1,21 | 1,39 | 1,25 | 1,00 | 1,35 | 1,15 | 0,41 | 0,93 | 0,37 | 0,22 | 0,35 | 0,25 | 0,30
096

PAL4 | AS 0,32 | 0,17 | 0,20 | 0,47 | 0,62 | 0,27 | 0,59 | 0,63 | 1,06 | 0,33 | 0,31 | 0,67 | 0,48 | 0,60 | 0,41 | 0,49 | 0,38 | 0,40 | 0,16 | 0,20 | 0,17
103

PAL4 | AS 1,24 | 066 | 0,19 | 0,53 | 0,69 | 0,87 | 0,74 | 1,10 | 1,05 | 1,36 | 2,46 | 2,98 | 2,20 | 1,98 | 0,99 | 1,53 | 1,14 | 0,26 | 0,81 | 0,55 | 0,27
109

PAL4 | AS 0,56 | 0,75 | 0,68 | 0,43 | 0,68 | 0,83 | 0,78 | 0,56 | 0,63 | 0,22 | 0,27 | 1,03 | 0,15 | 0,40 | 0,15 | 0,50 | 0,41 | 0,07 | 0,08 | 0,20 | 0,20
113

PAL4 | AS 0,46 | 0,27 | 0,64 | 0,13 | 1,06 | 4,52 | 2,23 | 0,90 | 1,03 | 0,43 | 1,43 | 1,09 | 0,37 | 0,45 | NaN | 0,62 | NaN | 0,06 | 0,17 | 0,19 | 0,20
116

PAL4 | AS 0,12 | 0,34 | 0,60 | 0,98 | 1,21 | 1,39 | 1,25 | 1,22 | 2,28 | 1,07 | 1,58 | 1,88 | 0,86 | 0,71 | 0,47 | 0,61 | 0,82 | 0,16 | 0,52 | 0,70 | 0,12
078

4a|mm | 095]| 06] 052] 061] 064] 039] 0,73 08| 08| 1,1| 1,65]| 0,69 | 0,51 | 0,91 | 0,4| 0,85| 0,42| 0,5| 0,7 ]| 0,08 0,10

s|Mmm | 024 02 1,17| 04| 086 046 082 | 0,7| 11| 1,3]| 0,73 | 1,56 | 3,12 | 1,18 1] 0,54 | 0,68 0,1| 0,4] 0,51] 0,30

6| MM | 089 03] 015 0,33 0,51 | 0,47 | 0,42| 04| 05| 06 040 0,27 | 0,19 | 0,19 | o0,1| 1,94 | 0,38 | 0,2| 0,4 0,34 | 0,20

7 [ MM | 0,00 0014|069 066 | 047 | 109| 06| 07| 08| 029|085 0,33 0,17 0,1 0,77 | 0,44 | 0,4 | 0,1 0,13 0,26

8| mm | 0,10]| o0,1] 0,17 ] 0,37 | 0,58 | 0,83 | 0,82 1| 13| 05| 0,66 0,83] 0,42 0,38| 0,2] 0,44 0,35| 0,1| 02| 0,25 0,15

9|mMM | 098] 0,7]| 096 1,44 | 1,98 | 1,6 2,52| 1,3| 45| 1,3]| 2,99 2,52 | 1,03 | 0,98 | 0,8]| 0,92 | 0,40 | 6,7| 3,3]| 0,18 0,39

10|MM | 1,20 03| 0,24 0,22 0,36 | 0,33 | 0,46 1| 16| 28| 027]|0,73]|061] 051]| 06] 038 0,37| 03| 04/ 0,21 1,92

17|MM | 027| 02015 0,21 0,18 0,22 0,27 03| 09| 06| 1,08| 1,67 | 0,27 | 0,48 | 0,3 | 1,24 0,42| 0,1| 0,3| 0,21 | 0,10

12|vMm | 1,00 | 09| 089 0,07 0,46 | 0,28 0,26 | 03| 05| 03| 064 0,72| 0,41 | 0,55| 0,3]| 0,49 | 0,21 | 0,3| 04| 0,17 | 0,17

3|vMvMm | 071 01| 033|095 1,83 2,32 2,83 53| 28| 04| 1,60 | 427 | 1,68 | 1,15| 1,3| 0,82 | 221 | 04| 02| 0,24 | 0,31

4|MM | 0,49 | 04| 055|042 043 047|049 | 1,2| 09| 03| 060 0,42 0,13| 0,27| 0,2]| 0,50 | 0,64 | 0,2| 04| 0,37 | 0,57

15|MM | 0,54 | 03| 029|023|058|073|051]| 05| 09| 06| 058]| 1,23| 05| 066| 03] 062|043 | 0,1| 0,1 0,24 0,06

21 MM | 1,20 0,9 0,82 1,1 1] 083]067]| 12| 1,1 1|078]| 09 035]|034| 01| 09042 05| 03] 0,32/ 0,95

2 | MM | 1,29 0| 001 002|00L|002|011| 06| 04| 04| 002] 0,05] 0,09 0,05 0| 0,02 | 0,00 0 0| 0,00 | 0,00

2|(MM | 056 | 03| 016|029 0,36 | 0,42 0,37 | 0,5 1| 03] 051|069 046 0,32 0,2] 0,34 0,46 | 0,2| 02| 0,15 0,99

22 [ MM | 0,10 0292|008 035|076 1,43 | 22| 1,5| 42| 2,64 | 3,57 | 191|086 | 0,7 9,30 | 705| o0,1| 0,3 1,31 0,02

26| MM | 0,93 | 03| 1,47 | 0,33 | 1,03 | 0,74 | 1,09 1| 1,1 14| 139| 068| 05| 0,65| 04 097|032 03| 02| 0,14 0,25

27(mMm | o018 01| 017| 03| 038|031 05| 05| 06| 02| 021|068| 05| 025| 03| 042 023| 02| 03] 0,14 0,15

28(MM | 063 | 07| 040 022|022 02039 09| 05| 03| 038|051|053|035| 03|0,3] 02| 01| 02] 020] 0,30

29 | MM | 0,00 0| 000 003|012 008|014 11| 11| 0,2 004 0,12 | 0,2 0,18 0| 0,08 0,01 0 0| 0,00 0,00




30 | MM 0,11 1,2 1,03 | 0,38 1] 0,54 | 0,83 1 1,2 05| 092 1,22 | 0,37 | 0,36 0,1| 0,40 | 0,16 0,1 0,2| 0,15 | 0,17
31 | MM 0,29 06| 031| 046 | 0,59 | 0,66 | 0,56 0,4 0,9 04| 0,37 0,57 | 0,14 | 0,13 0,1| 0,41 0,25 0,2 0,3| 0,31 | 0,10
32 | MM 0,15 02| 0,13 | 0,24 | 0,31 | 0,82 | 1,93 1,1 1,3 05| 0,68 | 093 | 0,28 | 0,37 0,3| 0,35| 0,32 0,2 3,5] 0,23 | 0,17
33 | MM 0,34 06| 036 | 035|048 | 042 | 0,37 0,7 0,7 03| 049 | 0,60 | 0,06 | 0,03 0,1| 0,50 | 0,36 0,2 1,5 043 | 0,57
34 | MM 0,48 05| 040| 0,59 | 0,45 | 0,41 | 0,45 0,9 1,1 03| 039 047 | 0,17 | 0,26 0,2| 0,66 | 0,34 0,1 04| 0,29 | 0,28
35 | MM 1,67 0,1 0,10 | 0,33 0,3| 0,44 | 0,78 1,1 1,2 0,3 | 0,55 | 0,65 0,2 | 0,40 0,3| 0,68 | 0,39 0,2 0,2| 0,15 0,18
36 | MM 0,20 03| 0,16 | 0,26 | 0,25 | 0,29 | 0,33 0,6 1,2 0,3| 0,60 | 0,76 | 0,36 | 0,36 0,2| 0,41 | 0,27 0,2 0,2 0,17 | 1,53
37 | MM 0,00 0| o00| 001 0,03 0,08 0,24 0,8 1,2 03| 0,36 | 0,65| 0,21 | 0,15 0,1| 0,39 | 0,25 0 0| 0,02 | 0,01
38 | MM 1,14 04| 035| 044 | 0,86 | 0,72 | 1,31 0,8 1 1,6 | 1,24 | 1,07 | 3,48 | 4,41 1,5 0,80 | 0,60 0,2 0,1| 0,07 | 0,12
39 | MM 0,00 0| 0,01 0,02 | 0,05 0,2 | 0,19 0,8 1 0,1 0,16 | 0,23 | 0,12 | 0,04 0| 0,13 | 0,00 0 0| 0,03 | 0,01
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RESUME

Dans le paludisme, la réponse immune peut étre analysée a la fois comme associée a la protection ou comme signature
de l'infection. L approche de deux aspects de cette réponse, anti-parasitaire et auto-réactive, phénomeénes importants
de l'interaction hote-parasite, sont déterminants pour ce qui concerne la pathologie et représentent également une
source d’informations épidémiologiques applicable pour la surveillance et le contréle du paludisme.

Ce travail vise d’une part, a cibler I'application épidémiologique potentielle des mesures des réponses anticorps
antiparasitaires par rapport aux variations de l’intensité de la transmission dans certains sites, et d ’autre part analyser
la contribution du répertoire anticorps auto-réactifs dans la protection clinique du paludisme en Céte d’ Ivoire.

Trois sites sentinelles (Abobo, Korhogo et Man) géographiquement différents ont fait I’objet de recrutement a partir de
patients symptomatiques. A Abobo, des enfants porteurs asymptomatiques de parasites ont été enrdlés pour étudier le
rble du répertoire auto-réactif et sa relation avec la protection clinique du paludisme. Un panel d’antigénes des stades
pré-érythrocytaire et érythrocytaire du parasite a été utilisé pour mesurer les réponses anticorps et analyser la relation
entre le degré d’immunité et le background épidémiologique liés aux mesures de lutte et contréle sur les sites
sentinelles.

Une stratégie quantitative de réponse anticorps (panama blot) a permis d’apprécier le répertoire auto-anticorps.
L’analyse des réponses Anticorps utilisant un systeme multiplex ont démontré que le niveau d’immunité peut
représenter un indicateur différentiel et un critére de risque par rapport au degré d’infection parasitaire. Ainsi les
mesures de tels profils de réactivité peuvent contribuer positivement a un suivi différentiel et évolutif des mesures
intégrées de lutte contre le paludisme.

Le second volet de notre étude montre [’existence d’une composante auto-réactive induite au cours de l’infection par
Plasmodium associée au portage asymptomatique du paludisme. L’augmentation de cette réponse auto-réactive a été
associée a une baisse de la réponse IgG totale antiparasitaire 3D7 chez les porteurs asymptomatiques. Cette réponse
auto-réactive diminue quand les mesures de luttes et de contréle du paludisme augmentent. Les réactivités d’IgG
sériques contre les bandes de protéines S6, S10, S11, S12, et S13 d’extrait de cerveau (de poids moléculaire compris
entre 50-75 kDa) discriminent les sites de transmission différente. Ces bandes pourraient abriter des protéines de I’hote
qui pourraient étre utilisées comme marqueurs épidémiologiques.

Mots-clés : Magpix, auto-anticorps, IgG, P. falciparum, portage asymptomatique, Céte d’Ivoire

SUMMARY

Immune response in malaria is associated either with the protection or as a signature of the infection. Differential
immune response, anti-parasitic and self-reactive responses are important phenomena of the host-parasite interaction
regarding the pathology and also a source of epidemiological information relevant for monitoring and malaria control.
This thesis aims on the one hand, to target potential epidemiological application of measures antibody responses levels
to variations in the intensity of transmission in some sites, and also analyze the contribution of self-reactive antibody
répertoire in clinical malaria protection in Ivory Coast. Three sentinel sites (Abobo, Korhogo and Man) were
geographically diverse recruitment object from symptomatic patients. In Abobo, asymptomatic carriers of parasites
children were enrolled to investigate the role of self-reactive répertoire and its relationship with clinical protection
from malaria.

Recombinant proteins or peptides derived from liver or blood stage antigens of Plasmodium was used to measure
antibody response and analyze the relationship between the degree of immunity and epidemiological background in
sentinel sites. Human self-reactive antibody répertoires were analyzed by quantitative immunoblotting (panama blot).

The analysis of antibody responses using a multiplex immunoassay has shown that the level of immunity may be a
differential indicator and a risk criterion with respect to the degree of parasitic infection. Thus measures such as
reactivity profiles can contribute positively to differential and scalable integrated monitoring measures against
malaria.

Furthermore the second part of our study shows the existence of induction of a self-reactive component in asymptomatic
carriage of Plasmodium. The Increase of this self-reactive response was associated with a decrease in total IgG
response against 3D7 in asymptomatic carriers. Ours results shown that the reactivity of serum IgG against the
proteins bands S6, S10, S11, S12, and S13 of brain extract (of molecular weight between 50-75 kDa) discriminate
different transmission sites. These bands could harbor host proteins that could be used as epidemiological markers.

Keywords: Magpix, IgG, P. falciparum, autoantibody, asymptomatic carrier, Cote d’Ivoire
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