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PREMIERE PARTIE : GENERALITES

1. Le Paludisme : généralités et épidémiologie dans le monde, en Afrique subsaharienne

et en Cote d’Ivoire

Le paludisme ou malaria est une parasitose due a la présence dans le sang d’un parasite
du genre Plasmodium. Autrefois attribuée a la présence d’un poison des marais transmis par
des moustiques qui inoculeraient « les mauvaises humeurs dans le sang », ce n’est qu’en 1881
que Alphonse Laveran démontrait la nature parasitaire de la maladie en détectant « des éléments
pigmentés dans les globules rouges des malades atteints de fiévres palustres, qui se présentent
sous forme de croissant, de sphere, de flagelle». Il appela ces protozoaires parasites Oscillaria
malariae (1881). Il introduisit le terme paludisme en 1893 en se référant a 1’étymologie latine
du mot "Palud" qui signifie marais. Entre 1895 et 1898, Ronald Ross bactériologiste britannique

montra que ces parasites plasmodiums sont transmis par les moustiques femelles.

1.2- Paludisme en Afrique subsaharienne et dans le reste du monde

Le paludisme constitue la premiere des endémies pour lesquelles 1’humanité paye un
lourd tribut. Pres de 102 pays sont exposés a cette maladie (Figure 1).

Les derniers chiffres du rapport de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de 2020

sont toujours aussi alarmants. On estime a 229 millions le nombre de cas en 2019, et le nombre
estimé de déces s'élevait a 409 000. Les enfants de moins de 5 ans constituent le groupe le plus
vulnérable représentant ainsi environ deux tiers de tous les déceés dus au paludisme dans le
monde.
La Région Afrique de I'OMS porte une part disproportionnée du fardeau mondial. En 2019,
la région abritait 94 % des cas et des déces. Dix-neuf pays d’Afrique subsaharienne
concentrent pres de la totalité des cas dans le monde. Six pays, a eux seuls, ont enregistré
plus de la moitié des déces : le Nigéria (27%), la République démocratique du Congo (12%),
I’Ouganda (5%), ainsi que la Cote d’Ivoire, le Mozambique et le Niger (4% chacun). Dans
cette partie de I’Afrique, le paludisme représente environ 40% des dépenses de santé
publique et 10% des dépenses annuelles des ménages (WHO, 2020). Plasmodium (P.)
falciparum est le parasite du paludisme le plus prévalent dans la région Afrique de ’OMS ;
il est en effet a ’origine de 99,7% des cas de paludisme estimés en 2019, tout comme dans
les régions Asie du Sud-Est (50%), Méditerranée orientale (71%) et Pacifique occidental
(65%) (Figure 2).
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Cependant, I’incidence du paludisme dans le monde a reculé entre 2010 et 2018,
passant de 71 cas pour 1000 habitants exposés au risque de paludisme a 57 pour 1000 en
2014. Cette baisse a considérablement ralenti entre 2014 et 2018, ’incidence ayant diminué
a 57 pour 1000 en 2014 pour rester a un niveau similaire jusqu’en 2018.

Comme les années précédentes, la région africaine a supporté plus de 90 % de la
charge de morbidité totale. Depuis 2000, le nombre de déces dus au paludisme dans la
Région a diminu¢ de 44 %, passant de 680 000 a 384 000 par an, selon les estimations.
Toutefois, les progrés ont ralenti ces derniéres années, en particulier dans les pays ou la
charge de morbidité est élevée.

Dans la région Asie du Sud-Est de I’OMS, I’incidence du paludisme continue a baisser, de
17 cas pour 1000 habitants exposés au risque de paludisme en 2010 a 5 pour 1 000 en 2018
(soit une baisse de 70%). De méme, I’incidence du paludisme a diminué¢ dans la région
Afrique de ’OMS, avec 294 cas pour 1000 en 2010 contre 229 en 2018 (-22%). Toutes les
autres régions de I’OMS ont enregistré des progreés trés modestes, voire une hausse de
I’incidence. Dans la région Amériques de I’OMS, I’incidence du paludisme a augmenté,
principalement a cause d’une transmission accrue au Venezuela.

Aussi 27 pays ont signalé moins de 100 cas autochtones de la maladie en 2019, contre 6 pays

en 2000 (Figure 1).

Les sommes consacrées au paludisme pour la recherche-développement et surtout pour

la prévention ont permis des progrés considérables notamment dans [’accessibilité aux

moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) au cours des vingt derniéres années.

On estime qu’en 2019, 68 % des ménages d’ Afrique subsaharienne étaient en possession d’une

MII. Cependant les programmes de pulvérisations intra-domiciliaires d’insecticides (PID) a

effet rémanent qui ont connu un développement trés important en Afrique subsaharienne

jusqu’a la fin de la derniére décennie, a vu un recul de 5%.

En Afrique, ou surviennent la plus grande majorité¢ des cas des infections a P. falciparum,

I’objectif est de contrdler le paludisme par des approches intégrées combinant le diagnostic, un

traitement efficace et précoce, la lutte anti vectorielle et la chimioprophylaxie (notamment par

le traitement préventif intermittent (TPI) des enfants et des femmes enceintes.
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Figure 2: Distribution spatiale mondiale de I'endémicité du paludisme di a P. falciparum en
2019 chez les 2-10 ans

Source : https://malariaatlas.org/trends/region/MAP/GLOBAL consulté en Juillet 2021
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1.3- Paludisme en cote d’Ivoire.

En Cote d’Ivoire, la situation est tout aussi préoccupante bien qu’on ait recensé une nette
amélioration par rapport a la décennie précédente. Le paludisme constitue la premicre cause de
mortalité et de morbidité, d’hospitalisation et de consultation clinique dans les services
pédiatriques régionaux ; soit 10% de toutes les causes de mortalité (PNLP, 2018). En 2018, on
estimait a pres de 3,5 millions (soit pres de la moiti€ des cas par rapport a 2008), le nombre de
cas de paludisme, soit 4% de tous les cas signalés en Afrique (WHO, 2020). Les statistiques du
Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) indiquent que dans les formations
sanitaires locales, environ 33% des motifs de consultation sont liés au paludisme. La maladie
sévit sur toute I’étendue du territoire ; il s’agit d’un paludisme stable avec recrudescence en
saison des pluies. Les ¢études épidémiologiques sur le paludisme ont montré des indices
plasmodiques trés élevés (45 a 98 %), et 'implication de trois especes plasmodiales : P.
falciparum, P. malariae et P. ovale (Nzeyimana et al., 2002; Henry et al., 2003; Coulibaly et
al., 2016; Toure et al., 2018). La dominance de P. falciparum fut signalée sur toute 1’étendue
du territoire a plus de 95 % (Figure 3). Les études sur la transmission ont montré que le
paludisme est transmis par trois especes vectorielles : An. gambiae s.s., An. funestus s.s. et An.
nili s.s. (Adja et al., 2006; Koudou et al., 2007; Koffi et al., 2013; Assouho et al., 2020). Sur
toute 1’étendue du territoire, An. gambiae s.s. est observé, et représente souvent la seule espéce
vectrice. An. funestus s.s. et An. nili s.s. sont plus localisés, avec une aire de répartition plus
restreinte pour An. nili s.s..

En milieu urbain, le paludisme a une prévalence de 30 a 40% (Dossou-Yovo et al., 1998;
Koudou et al., 2009). En milieu rural, le paludisme constitue la premiére cause de morbidité et
sa prévalence varie entre 60 et 80% (Dossou-Yovo et al., 1998; Koudou et al., 2007). Le

paludisme constitue également la cause d’absentéisme scolaire et sur les périmetres agricoles.
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Figure 3: Distribution spatiale de I'endémicité du paludisme di a P. falciparum en 2019 en
Cote d’Ivoire

Source : https://malariaatlas.org/trends/country/CIV consulté en Juillet 2021
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2- Paludisme : agents pathogénes, vecteurs et stratégies de lutte

2.1- Les plasmodiums humains, agents du paludisme

Le parasite responsable du paludisme est un protozoaire appartenant au genre des
Plasmodium. Ce genre regroupe environ une centaine d'espéces parasitant batraciens, reptiles,
oiseaux ou mammiferes (Antinori et al., 2012). Cinq especes de Plasmodium peuvent infecter
I’homme, P. falciparum, P. malariae, P. vivax, P. ovale et P. knowlesi. Ces cinq especes sont
biologiquement distincts et possédent une répartitions géographique différentes (Figure 4).

- P. falciparum est I’espéce la plus répandue en Afrique tropicale. On la rencontre chez
80 a 90 % des sujets infectés. Ce parasite est responsable des formes cliniques graves du
paludisme. Il est a I’origine des formes cérébrales et d’anémies séveres, souvent mortelles. Les
complications pendant la grossesse et le faible poids des nouveau-nés des femmes primipares,
sont souvent associés a cette espece plasmodiale (Mouchet et al., 2004).

- P. malariae est relativement moins dangereux (Collins & Jeffery, 2007). Il peut
néanmoins étre responsable de certains cas d’insuffisance rénale. On le rencontre en Afrique
subsaharienne, dans une grande partie de I'Asie du Sud-Est, en Indonésie, dans de nombreuses
iles du Pacifique occidental et dans les régions du bassin amazonien d'Amérique du Sud
(Sutherland, 2016; Rutledge et al., 2017)

Cette espéce peut persister pendant longtemps dans le sang circulant avec un record de 40 ans
a 70 ans (Vinetz et al., 1998). Elle est souvent associée a P. falciparum, ce qui rend difficile
I’¢tude de sa pathogénicité propre.

- P. vivax, est trés rare en Afrique , mais a une répartition plus étendue en Asie, en
Amérique centrale et du Sud (Howes et al., 2015) (Figure 4). Cette espece a des stades de
dormance ("hypnozoites") qui persistent dans le foie et provoquent des rechutes en envahissant
la circulation sanguine au bout de quelque semaines voir des années plus tard apres la piqlre
de moustique infect¢ (White & Imwong, 2012). Dans certains cas, des « hot spots » de
transmission a P. vivax peuvent persister pendant des années avec un risque de résurgence
important (Iwagami et al., 2013; Kaneko et al., 2014). La principale raison est l'incapacité a
assurer une guérison, efficace et acceptable des personnes considérées comme réservoir des
formes hypnozoites en raison du risque d'hémolyse induite par la primaquine (seul médicament
actuellement disponible pour éliminer les formes hypnozoites) chez les patients déficients en

glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD) (Baird et al., 2012).
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- P. ovale, se retrouve essentiellement en Afrique et dans les iles d’Asie pacifique
(Figure 4). P. ovale est biologiquement et morphologiquement similaire a Plasmodium vivax.
Cette espece possede également des stades hépatiques latents et peut infecter les individus qui
sont négatifs pour le groupe sanguin Duffy contrairement a P. vivax (Collins & Jeffery, 2005)

- P. knowlesi est proche génétiquement de P. vivax, et microscopiquement de P.

malariae. 11 a été découvert ces dernieres années chez I'Homme en Malaisie (mais était connu
antérieurement chez le singe) (Cox-Singh, 2018)(Figure 4). Toutefois il est responsable de cas
de paludisme grave chez ’homme en Indonésie, aux Philippines, au Cambodge, en Thailande
du Sud, au Myanmar du Sud et au Vietnam (Fornace et al., 2019; Singh & Daneshvar, 2013;
Moyes et al., 2014)
D’autres especes, P. cynomolgi et P. simium, qui infecte généralement les singes et dans de tres
rares cas des hommes, partagent d’importantes caractéristiques biologiques avec P. vivax
(Camargos Costa et al., 2015; Sutton et al., 2016). P. cynomolgi a été découvert chez I’homme
en Malaisie (Ta et al., 2014).
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(UMVF, 2016)

Le cycle de développement de tous les Plasmodium humains se déroule chez deux hotes
successifs. Il se décompose en une phase sexuée chez les moustiques du genre Anopheles (hote
définitif et vecteur du paludisme) et en une phase asexuée chez I’homme (héte intermédiaire)

ou il provoque le paludisme.

2.1.1 Cycle de développement de Plasmodium

2.1.1.1- Phase asexuée chez ’homme

Le cycle asexué¢ comporte deux phases : une phase hépatique et une phase sanguine
(Figure 5). Au cours d’une piqilire, le moustique femelle dont les glandes salivaires sont
infestées pique ’homme et lui injecte dans le derme, les parasites sous forme de sporozoites en
méme temps que de la salive. Ces derniers sont soit détruits par les macrophages du derme, soit
drainés dans les ganglions lymphatiques (Ménard et al., 2013). Trés peu atteignent les
capillaires sanguins. Une fois dans la circulation sanguine, ces sporozoites migrent jusqu’au
foie ou ils vont se loger dans les hépatocytes. A I’intérieur de ces cellules, les sporozoites

s’arrondissent et donnent des trophozoites hépatiques lesquels se divisent plusieurs fois pour

20



donner un schizonte hépatique contenant plusieurs mérozoites. Ces derniers sont libérés par
éclatement du schizonte et gagnent la circulation sanguine. Chaque schizonte libére environ
40000 mérozoites pour P. falciparum, 15000 pour P. ovale, 10000 pour P. vivax et 2000 pour
P. malariae (Mouchet et al., 2004). Pour une partie des sporozoites injectés, une étude chez les
rongeurs a révélé qu’ils étaient capable de se développer dans la peau et de se différencier en
mérozoites (Gueirard et al., 2010).

Certains trophozoites qui restent sous forme dormante (hypnozoites) sont responsables des
rechutes tardives du malade qui peuvent survenir jusqu'a 4 ans apres 1’infection (P. vivax et a
P. ovale). Cette phase hépatique ou exo-érythrocytaire ou pré-érythrocytaire du cycle asexué
dure 8 a 10 jours.

Les mérozoites gagnent le courant sanguin et parasitent les hématies. Ils deviennent des
trophozoites sanguins. Aprés multiplication des parasites, ces derniers forment des schizontes
érythrocytaires ou corps en rosace dont chacun comporte 16 a 32 noyaux-fils. A maturité, les
hématies parasitées éclatent et liberent les mérozoites, ce qui provoque chez le malade les
symptomes cliniques tels que, le froid et la fievre, fatigue et céphalées. Les mérozoites
parasitent d’autres hématies saines. On parle de crises épisodiques. Les mérozoites, apres
plusieurs cycles asexués, se transforment en gamétocytes males et femelles. C’est la phase

sanguine ou érythrocytaire.

2.1.1.2- Phase sexuée chez les moustiques femelles Anopheles

L’infestation d’un anophele femelle commence lors d’un repas sanguin pris sur un hote
parasité porteur de gamétocytes. Dans I’estomac du moustique, les gamétocytes males subissent
le processus d’exflagellation ou microgamétocytogénese pour donner les microgametes tandis
que les gamétocytes femelles évoluent en macrogametes ou ovules. La fécondation ou
conjugaison des macrogametes par les microgametes donne un ceuf mobile, I’ookinéte qui,
traverse 1’épithélium stomacal. Ce passage se fait par la voie intercellulaire. Les ookinétes
s’immobilisent entre la couche cellulaire épithéliale et la basale puis pénéetrent dans la cavité
générale et se transforment en oocystes. L oocyste, par le processus d’oocystogénese, donne
des sporocystes a l’intérieur desquels s’individualisent de nombreux sporozoites. Les
sporocystes éclatent a maturité et libérent les sporozoites qui vont gagner les glandes salivaires
du moustique qui devient infestant ; c’est le cycle sporogonique du parasite.

Une seule glande salivaire d un anophele infesté peut héberger en moyenne 2000 a 4000

sporozoites (Mouchet et al., 2004).
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Figure 5: Cycle biologique de Plasmodium falciparum
(Maier et al., 2019)

2.2- Anopheles gambiae, principal vecteur en Afrique subsaharienne

2.2.1-Position systématique des anophéles

Les moustiques Anopheles sont des Arthropodes de la classe des Insectes. Ils
appartiennent a 1’ordre des Dipteres, a la famille des Culicidae, et a la sous-famille des
Anophelinae. Cette sous-famille regroupe trois genres : Bironella, Chagasia et Anopheles. Les
deux premiers ne sont pas médicalement importants. Le genre Anopheles comprend 469 especes
formellement reconnues. Environ 70 de ces especes sont capables de transmettre les parasites
du paludisme chez I’homme et 41 sont considérées comme des especes vectrices dominantes,
capables de transmettre les Plasmodiums a un niveau préoccupant pour la santé publique
(Figure 6) (Sinka et al., 2012) . Les especes du complexe Anopheles gambiae et celles des
groupes Anopheles funestus et Anopheles nili appartiennent respectivement aux séries
Pyretophorus, Myzomyia et Neomyzomyia (Gillies & De Meillon, 1968; Gillies & Coetzee,
1987).
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Pour qu'un anophele puisse étre considéré comme vecteur potentiel du paludisme, il lui
faut :

1) étre compatible génétiquement avec le parasite (compétence vectorielle),

1) avoir une longévité au moins €gale au cycle extrinseéque du parasite, pour atteindre
l'age épidémiologiquement dangereux, et

ii1)  étre anthropophile. Une anthropophilie stricte constitue la situation la plus
favorable, car les espéces a régime mixte (homme/animal) diminuent leurs chances de s'infecter
puis de transmettre les parasites en changeant de sources d'alimentation.

En Afrique sub-saharienne, les vecteurs du paludisme appartiennent a une douzaine
d’espéces avec une compétence vectorielle tres variable. Ainsi, Hamon et Mouchet (1961) ont
proposé de distinguer trois grandes catégories de vecteurs :

- les vecteurs majeurs du paludisme, qui ont une large répartition géographique,

une grande capacité vectorielle et des indices sporozoitiques supérieurs a 1 %. Ces especes sont
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capables de maintenir, a elles seules, I'endémicité palustre. Ce sont les especes An. gambiae s.1.
et An. funestus (Mouchet et al., 2004).

- les vecteurs majeurs, mais d'importance locale, qui assurent une transmission
importante, mais qui ont une aire de distribution tres limitée. Dans ce groupe, on retrouve An.
nili s.s. et An. moucheti qui apparaissent comme des vecteurs majeurs dans certaines zones
rurales forestieres situées le long des cours d'eau en Afrique occidentale, équatoriale et centrale
(Hamon & Mouchet, 1961; Fontenille et al., 2003; Adja et al., 2006).

- les vecteurs secondaires, qui ne jouent qu'un role infime dans la transmission du
paludisme, l'essentiel de celle-ci étant assuré par les vecteurs majeurs. Ces vecteurs ont,
généralement, un indice sporozoitique faible (inférieur a 0,1 %). Dans cette catégorie, on classe

les especes comme An. melas, An. merus, An. pharoensis, An. coustani, An. paludis.

2.2.2- Les complexes Anopheles

Les anoph¢les du complexe An. gambiae sont les plus répandus et ceux qui assurent la
plus grande partie de la transmission du paludisme en Afrique. Ce complexe est constitué de 8
especes d’importance épidémiologique trés variable (Fontenille et al., 2003; Coetzee et al.,
2013). Dans la région ouest-africaine, seules les espéces An. gambiae s.s., An. arabiensis et An.
melas ont été reportées (Mouchet & Carnevale, 1991). En Coéte d’Ivoire, les seules espéces qui

ont été identifiées sont An. gambiae s.p . et An. melas.

An. gambiae s.s. (Figure 7) a la plus grande aire de répartition dans la région
Afrotropicale, a I’exclusion de la corne de I’ Afrique et de la péninsule arabe (Gillies & Coetzee,
1987). La présence d'inversions chromosomiques polymorphes a permis de diviser cette espece
en cing formes chromosomiques Forét, Bamako, Savane, Mopti, et Bissau en Afrique de I'Ouest
(Coluzzi et al., 1985). Sur le plan moléculaire, cette espéce a été divisée en deux formes
moléculaires, qui dans certaines régions coincident avec les formes Mopti, Forét, Bamako et/ou
Savane (della Torre et al., 2001). En Cote d’Ivoire, An. gambiae s.s. est présent sur toute
I’étendue du territoire (Koffi et al., 2013; Camara et al., 2018; Assouho et al., 2020). Au sein
de ces populations de An. gambiae s.s., on retrouve les formes moléculaires An. coluzzii Coetzee
& Wilkerson, sp et An. gambiae Giles (Coetzee et al., 2013).

An. melas étend son aire de répartition sur la cote ouest-africaine, depuis I’embouchure
du fleuve Sénégal jusqu’au Golfe de Guinée. En Cote d’Ivoire, son role vecteur a été confirmé

dans la zone du littoral.
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Le complexe Anopheles funestus (Figure 7) se compose de neuf espéces : An. funestus,
An. leesoni Evans, 1931, An. fuscivenosus Leeson, 1930, An. rivulorum Leeson, 1935, An.
confusus Evans et Leeson, 1935 et An. brucei Service, 1960. An. funestus forme, lui-méme, un
sous-groupe composé¢ de quatre especes identifiables par de petites différences morphologiques
chez les adultes. A I’exception d’An. funestus s.s., les différentes espéces du groupe sont toutes
zoophiles. Cependant, An. rivulorum a été trouvé infecté par P. falciparum en Tanzanie (Wilkes
et al., 1996). An. funestus s.s. est un excellent vecteur, a capacité vectorielle élevée, qui occupe
pratiquement toute 1'Afrique tropicale, sauf les parties séches du nord, du sud et de l'est du
continent. En Afrique de 1'Ouest, il est associé, avec An. gambiae s.s., a des paludismes stables.
En Cote d’Ivoire, An. funestus s.s., présent sur tout le territoire, est un vecteur majeur de la
transmission du paludisme (Koudou et al., 2005; Adja et al., 2006).

Le complexe Anopheles nili est largement répandu en Afrique tropicale. Il se compose
de quatre espeéces : An. nili sensu stricto Theobald, 1909, An. somalicus Rivola et Holstein,
1957, An. carnevalei Brunhes et al., 1999 et An. ovengensis Awono-Ambene et al., 2004.
Excepté I’espece An. somalicus qui parait exophile et zoophile, les autres espéces sont toutes
vectrices de plasmodies humaines (Fontenille et al., 2003). An. nili s.s. est un excellent vecteur
du paludisme, mais reste localis¢ a certaines zones rurales forestiéres bordant les rives de
rivieres et de fleuves. En effet, des taux d'infestation des glandes salivaires dépassant 1 % et
des taux d'inoculation entomologique importants (21.2 piqires infectantes/homme/année) ont

¢été signalés en Cote d'Ivoire (Assouho et al., 2020).

An. gambiae An. funestus

Figure 7: An. gambiae et An. funestus lors d’une prise de repas sanguin

Source:
http://www.raywilsonbirdphotography.co.uk/Galleries/Invertebrates/vectors.html
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2.3-Physiopathologie du paludisme : symptomatologie, diagnostic et traitements

des infections a P. falciparum chez ’homme

2.3.1- Symptomatologie du paludisme.

Les symptomes du paludisme se manifestent généralement au bout de quelque jours
(habituellement entre 10 a 15 jours) apres la piqiire d'un moustique infecté. Ils sont liés au
malade (niveau d’immunité acquise) et au parasite (espece plasmodiale, stade parasitaire et
virulence). Pour toutes les espéces de Plasmodium seul le stade érythrocytaire engendre des
symptomes. On distingue deux grandes catégories de paludisme : 1’acceés palustre non
compliqué et I’acces palustre grave.

L’acces palustre non compliqué (acces simple) est diagnostiqué lorsque des symptomes
sont présents, mais qu’aucun signe clinique ou biologique n’indique une affection grave ou un
dysfonctionnement d’organes vitaux. Cliniquement, la suspicion du paludisme par les
praticiens hospitaliers repose sur la présence d’un d’état fébrile ou d’antécédents de fievre chez
le patient. La fievre est due a la libération dans le sang du pigment malarique (pyrogene) lors
de I’éclatement des schizontes matures. Les acces de fievre dis a I'infection a P. falciparum
interviennent de maniére intermittente toutes les 36-48 heures ou peuvent étre continus. Des
céphalées intenses, malaise, fatigue, hépatomégalie, splénomégalie et divers troubles digestifs
(nausées, vomissements, diarrhée etc...) en particulier chez les enfants sont décrits. Tous ces
symptdmes sont facilement confondus avec d’autres maladies comme la grippe et la gastro-
entérite, dont la conséquence immédiate est un retard dans le diagnostic. Si le traitement est
retardé, les personnes souffrant de cette forme peuvent éventuellement développer des
complications graves du paludisme.

L’acces palustre grave (paludisme grave généralement causé par P. faciparum), se
définit par la présence de signe clinique ou biologique de dysfonctionnement des organes
vitaux. La plupart des complications graves du paludisme surviennent chez les individus non
immunisés et concernent le systéme nerveux central dans le cas I’acces cérébral (convulsions
multiples et troubles de la conscience), le systeme pulmonaire (difficulté respiratoire), le
systeme rénal (insuffisance rénale aigu€) et/ou le systeme hématopoiétique (anémie sévere)
(Bartoloni & Zammarchi, 2012). Une parasitémie ¢levée semble étre une composante
nécessaire a la gravité de I’infection. Pour un individu présentant une parasitémie avec des
formes asexuées de P. falciparum, la présence d’une ou de plusieurs des manifestations
cliniques citées plus haut, indique qu’il souffre de paludisme grave. En Afrique le coma, les

dysfonctionnements rénaux et I'acidose hépatique sont des facteurs prédictifs de la mortalité
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chez les adultes et les enfants atteints de paludisme grave a P. falciparum (Sypniewska et al.,

2017; von Seidlein et al., 2012; Dondorp et al., 2008).

2.3.2- Diagnostic

La différenciation entre une fievre palustre et un état fébrile ayant une autre origine est
délicate, c’est pourquoi I’OMS recommande désormais que tous les cas suspects de paludisme
soient confirmés par un test de diagnostic préalablement a tout traitement.

Les méthodes de diagnostic des infections a Plasmodium peuvent étre divisées en deux
principaux groupes, les méthodes de gestion de cas (microscopie et test de diagnostic rapide

TDR) et les méthodes de surveillance en laboratoire (Tangpukdee et al., 2009).

2.3.2.1- Les techniques de diagnostic standard

La microscopie demeure la méthode standard et recommandée par I’OMS, en raison de
sa capacité de diagnostic et de ses avantages économiques et opérationnels.

Toutefois, la qualit¢ d’un tel diagnostic dépend de la disponibilité¢ et des compétences de
techniciens bien formés. Aussi, elle posséde une sensibilité analytique environ 10 fois inférieure
a celle des tests moléculaires (Hofmann et al., 2015).

Le diagnostic microscopique a partir du traitement par coloration d’une goutte de sang (la goutte
¢paisse et le frottis sanguin) permet un diagnostic direct et permet d’identifier les espéces de
Plasmodium spp. qui parasitent 'homme. Ces 2 examens évaluent la parasitémie (nombre de
globules rouges infectés ou de parasites par unité¢ de volume de sang), indice indispensable pour
une bonne prise en charge.

Un autre test, le Quantitative Buffy Coat (QBC), a une sensibilité équivalente a celle de
la goutte épaisse (Salmani et al., 2011) voire plus sensible que les TDR dans certaines régions
(Kochareka et al., 2012; Kocharekar et al., 2014; Ifeorah et al., 2017). Le QBC repose sur le
principe de la stratification centrifuge des composants du sang périphérique. Ce test consiste a
l'observation de parasites fluorescents au microscope ultraviolet, dont I’ADN a été au préalable
coloré dans un tube (en verre) a hématocrite avec I’acridine orange (Pinto et al., 2001). Cette
technique bien qu’elle soit moins fastidieuse et plus rapide que celle de la microscopie
classique, est trés couteuse et a I’inconvénient de ne pas pouvoir déterminer les especes et le
nombres de parasites (Vaidya & Sukesh, 2012).

Les tests de diagnostic rapide (TDR) permettant la détection indirecte d’Ag (Ag)
plasmodiaux. Ces tests sont présentés sous forme de bandelette immuno chromatographique.

Ils consistent en une chromatographie sur papier ou sont fixés des anticorps (Ac) dirigés contre
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la prot¢ine HRP2 (Histidin Rich Protein 2) de P. falciparum et/ou contre la pLDH (lactate
deshydrogénase) de Plasmodium (Pham et al., 2018). Ils ont 1’avantage d’étre simples
d’utilisation et surtout de fournir des résultats rapides (15-20 minutes). Bien qu’il ait une bonne
spécificité, la performance des TDR varie considérablement d’une marque a I’autre et d’un lot
a autre, en particulier pour les échantillons ayant une faible densité de parasites (<200
parasites /microlitre). A cela s’ajoutent les inconvénients d’ordre opérationnels tels que le
manque de sensibilité pour la détection des faibles parasitémies, I’incapacité a quantifier la
densité parasitaire et le manque de stabilit¢ thermique lors du stockage dans les zones
endémiques. En outre la délétion et le polymorphisme au niveau du géne PfHRP2 observé en
particularité¢ dans les régions amazonienne et d’Afrique de 1’ouest conduit a des résultats
faussement négatifs (Bosco et al., 2020; Kozycki et al., 2017; Koita et al., 2012).

La performance des TDR dépend de deux facteurs principaux la sensibilité et la spécificité des
combinaisons Ac-Ag, et la capacité a faciliter une migration fiable du liquide sur la membrane

de nitrocellulose.

2.3.2.2- Les techniques de laboratoire

Le diagnostic des infections palustres peut également étre réalisé de maniére indirecte
par des techniques de biologie moléculaire hautement sensibles (Polymerase Chain Reaction
(PCR) et Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP), ou par Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Tout en présentant une ultra sensibilit¢ (moins de 2
parasites/uL pour P-LAMP) sur le terrain (Cook et al., 2015) ces approches bien que plus
précises, demeurent plus coliteuses, nécessitent une formation et un équipement plus poussé et
par conséquent restent aujourd’hui des outils destinés au milieu hospitalier et a la recherche. De
nouvelles technologies sont mises en ceuvre pour améliorer les techniques de diagnostic
actuelles (Pham et al., 2018). Pour les besoins de cette theése nous ne décrirons que les deux

techniques les plus communes (la technique ELISA et la PCR).

¢ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

L’ELISA est un test immuno-enzymatique dont les étapes ont été décrites pour la
premiere fois en 1971 par deux groupes de chercheurs indépendants (Engvall & Perlmann,
1971; Van Weemen & Schuurs, 1971). C’est une méthode analytique, quantitative de la réaction
entre un Ag et un Ac révélée par le changement de couleur obtenu en utilisant un conjugué li¢
a une enzyme et un substrat enzymatique qui servent a identifier la présence et la concentration

de molécules telles que les antigénes (Ags) (protéines, hormone etc...) et Ac dans des
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¢chantillons biologiques (sérums plasma etc..). Il existe différentes variantes de I’ELISA
(direct, indirect, sandwich ou compétition) selon que les Ags sont fixés directement au fond
d’un puit d’une plaque ELISA 96 puits ou indirectement via un Ac qui a été préalablement fixé
au fond du puit.
En général le diagnostic de I’infection palustre par ELISA repose sur la recherche d’Ac dirigés
contre des Ags plasmodiaux. Ainsi la quantité d’Ac dirigés contre de multiples Ags serait
proportionnelle a I’intensité du contact avec le parasite (Bruce-Chwatt et al., 1975) et pourrait
étre utilisée comme des marqueurs sérologiques du risque d’exposition (individuel et
communautaire) au Plasmodium (Helb et al., 2015).
Le test ELISA a la réputation d’étre trés sensible et spécifique. Il permet de tester un grand
nombre d’échantillons et donc est moins chronophage que les tests microscopiques. Couplé a
la microscopie, elle a atteint une sensibilité et une spécificité similaire a celle de la PCR (Ya-
Umphan et al., 2017). Toutefois 1’apparition tardive des Ac anti-Plasmodium par rapport a
I’émergence des parasites dans le sang, ne fait pas de ’ELISA une méthode idéale pour le
diagnostic du paludisme dans les zones d’endémie. Néanmoins, elle est indiquée dans le
diagnostic de certaines formes cliniques telles que le paludisme viscéral évolutif et la
splénomégalie palustre hyper-immune au cours desquelles les Ac sont a des taux élevés alors
que les recherches parasitologiques sont le plus souvent négatives (Camara et al., 2009). Cette
technique reste par ailleurs, trés utilisée dans les centres de transfusion sanguine dans le cadre
de la prévention du paludisme post-transfusionnel et dans les enquétes épidémiologiques
(Candolfi, 2005).

¢ Diagnostic par Polymerase Chain Reaction (PCR)

Décrite pour la premicre fois en 1984 (Franzén et al., 1984), la PCR (Polymerase Chain
Reaction) s’est imposée dans le diagnostic du paludisme. C’est en 1990 que le premier
diagnostic de I'infection a Plasmodium a partir d’oligonucléotides spécifiques de I’ARN
ribosomal pour la détection de P. falciparum et de P.vivax a été réalisé. Depuis lors, la PCR
s’est imposée comme étant la méthode la plus sensible et la plus spécifique pour détecter les
infections a Plasmodium, notamment dans le cas des infections mixtes et celles a trés faible
niveau de parasitémie (Morassin et al., 2002). De nombreux protocoles comprenant aussi bien
la PCR conventionnelle et PCR en temps réél (qPCR), ont été développés en laboratoire pour
le diagnostic de I’infection aussi bien chez le vecteur que chez 1’hote (Speers et al., 2003;
Rougemont et al., 2004; Mangold et al., 2005; Chaumeau et al., 2016). Ainsi par la PCR on

peut détecter 1 a 5 parasites parasites/puL de sang contre 50 a 100 parasites/uL. dans le cas de la
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microscopie ou du TDR. De plus, une méthode de qPCR haut débit basée sur la détection de
I’ARN ribosomique 18S de Plasmodium spp, s’est révélée €tre trés sensible et spécifique pour
la détection des faibles parasitémies (Imwong et al., 2014), notamment retrouvées lors des
infections submicroscopiques (réservoir asymptomatique d’individus parasités, atteints
d’infections chroniques a Plasmodium). Cette méthode permet également d’identifier les
différentes espéces plasmodiales.

Bien que le test basé sur la PCR se soit avéré plus sensible que les méthodes citées auparavant,
son utilité est limitée pour le diagnostic de patients gravement malades dans les centres de santé
en zone d’endémie palustre. Cette méthode nécessite du matériel spécifique et trés coliteux

(Berry et al., 2005).

2.3.3- Traitements

L°’OMS recommande pour toutes infections a Plasmodium confirmées, un traitement
rapide et efficace dans les 24 heures ou surviennent les premiers symptomes du paludisme dans
le but d’¢viter des formes grave du paludisme (WHO, 2020).

Le traitement du paludisme dépend de nombreux facteurs tels que le type
d’infection (espéce plasmodiale en présence), 1’état général du patient et les affections ou
maladies associées.

Diverses molécules antipaludiques sont utilisées pour le traitement. Il s’agit des molécules de
synthése telles que : la primaquine, la chloroquine, la méfloquine, la sulfadoxine, la
pyriméthamine, 1’amodiaquine, et la quinine pour le traitement des cas graves de paludisme
chez les jeunes enfants et les adultes non immuns. Actuellement le traitement des cas de
paludisme repose sur le concept de la thérapie combinée, qui a pour avantage de réduire les
risques d’échec thérapeutique et surtout le développement de résistance observée dans le cas
des monothérapies. Ainsi, les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) sont
utilisées et recommandées comme traitement de premiere intention dans les cas de paludisme
simple a P. falciparum. Cette recommandation de ’OMS a favorisé la production de plusieurs
molécules dérivées de I’artémisinine dont les plus connues sont I’artésunate, I’artéméther, et la
dihydroartémisinine. Les combinaisons les plus répandues pour le traitement des cas de
paludisme simple comprennent soit artéméther + luméfantrine, 1’association artésunate +
amodiaquine/méfloquine ou encore sulfadoxine et dihydroartémisinine + pipéraquine. Ces
CTA associent ainsi deux principes actifs qui ont des modes d’action différents et sont a ce jour
les antipaludiques les plus efficaces. IIs sont peu toxiques et tolérés par les malades, ils réduisent

le portage de gamétocytes jouant ainsi un role important dans la baisse de la transmission du
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paludisme (WWARN Gametocyte Study Group, 2016; Ippolito et al., 2017). Pour le cas du
paludisme grave, ’OMS recommande de traiter les adultes et les enfants avec de I’artésunate
par voie intraveineuse ou intramusculaire pendant au moins 24 heures jusqu’a ce que le patient
puisse tolérer un traitement oral (WHO, 2019).

Le choix des traitements CTA différe selon les pays. En Cote d’Ivoire les combinaisons
artésunate + amodiaquine et artémether + luméfantrine (toutes les deux administrées pendant 3
jours) sont les plus usitées dans les cas d’infection palustre simple a P. falciparum.

Les CTA sont trés largement utilisés pour le traitement—Cependant, I’émergence a travers le
monde de résistances multiples pourrait sérieusement menacer les progres réalisés a ce jour

(Figure 8) (Guerra et al., 2016; Dondorp et al., 2009; Noedl et al., 2008; Talman et al., 2019).
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Figure 8: Distribution de la résistance aux molécules antipaludiques dans le monde

(WHO, 2020)
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2.4- Stratégies de prévention de la transmission et de ’infection

Les stratégies de lutte contre la transmission du paludisme reposent sur deux axes
complémentaires : celle de la lutte contre le vecteur visant a réduire le contact homme-vecteur

et celle de la lutte contre le parasite par des mesures curatives et préventives.

2.4.1- Réduction des populations d’Anopheles et du contact homme-
vecteur : lutte antivectorielle

Le principal objectif épidémiologique de la lutte antivectorielle (LAV) est la réduction
de la morbidité et de la mortalité palustre. Mais le choix des méthodes doit tenir compte de la
bio-écologie des especes d’Anopheles visées, de leur comportement et du contexte
épidémiologique de la transmission de la maladie (2009).

A ce jour deux formes d’intervention sont appliquées a grande échelle pour réduire la
transmission du paludisme (Enayati & Hemingway, 2010) et des études ont suggéré que ces deux
outils ont contribué fortement a la réduction des cas du paludisme observée au début du 21°™ siécle
(Bhatt et al., 2015) : la pulvérisation intra-domiciliaire d’insecticides (PID) et I’utilisation de

moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII).

2.4.1.1-La pulvérisation intra-domiciliaire d’insecticide

Grace a son impact direct, la pulvérisation d'insecticides rémanents (deltaméthrine,
bifenthrine, benbiocard, malathion, DDT, etc ) a l'intérieur des maisons (plafonds, murs,
rideaux, portes et fenétres) pour tuer les moustiques femelles adultes, reste le moyen de lutte
le plus puissant pour réduire et interrompre la transmission du paludisme (WHO, 2019).
Cette technique permet ainsi de lutter contre les vecteurs du paludisme endophiles et
anthropophiles comme An gambiae et An funestus. L'avantage essentiel de la PID est qu’elle
réduit non seulement l'abondance des moustiques, mais plus important encore, leur durée de

vie. La rémanence des composés actuels utilisés dans la PID est de 2 a 6 mois.

2.4.1.2- Les moustiquaires imprégnées d’insecticide

Les MII constituent a la fois une barriere mécanique et chimique visant a réduire la
transmission des Plasmodium et la population d’anopheles (De La Cruz et al., 2006). Leur
utilisation au niveau individuel protége 1'utilisateur contre les piqiires de moustiques. Au niveau
de la communauté toute entiere, elles tuent suffisamment de moustiques pour diminuer le

nombre de piqtlires chez les personnes non protégées (Hawley et al., 2003; Hill et al., 2007).
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Cet effet communautaire des MII sur les populations de moustiques vecteurs ne peut toutefois
se manifester que si la majorité (80% au moins) des personnes de la communauté ciblée les
utilisent. Dans les régions ou la densité des anopheles est forte, cette méthode est moins efficace
et nécessite une association avec d’autres moyens de protection tel que la PID. Depuis plus
d’une vingtaine d’années, une nouvelle génération de MII est mise sur le marché : les
moustiquaires imprégnées a longue durée d’action (MILDA). Ces MILDA présentent
I’avantage de ne nécessiter aucun retraitement durant leur durée de vie estimée entre 4 et 5 ans
(Guillet et al., 2001). Leur utilisation pourrait réduire de moitié¢ la fréquence de cas chez les
femmes enceintes et le nombre de mort dues au paludisme (Namusoke et al., 2010; Gamble et
al., 2007) .

La distribution massive de MILDA récemment réalisées dans plusieurs pays africains a
permis d'obtenir en peu de temps une couverture €levée et une répartition équitable des
moustiquaires. Des progres substantiels ont été réalisés au cours de ces derniéres années sur la
couverture des MILDA et leur utilisation par les populations vulnérables, telles que les femmes
enceintes et les enfants de moins de 5 ans (Kumar et al., 2020). Bien que des résultats mitigés
aient été observés (Abdella et al., 2009; Louis et al., 2015), en général les ¢tudes ont révélé
des réductions importantes de l'incidence des fiévres palustres (environ 50%) et de la mortalité
générale infantile (environ 20%) au point de prédire I’élimination totale du paludisme si 75%
de la population mondiale utilise ces moustiquaires imprégnées (Agusto et al., 2013). Toutefois,
I’utilisation effective des moustiquaires par les populations reste encore un enjeu car tous ceux
qui possedent une moustiquaire ne l'utilisent pas régulierement (Kinde-Gazard et al., 2012).

A cela s’ajoute le développement de phénomeénes de résistance des Anopheles aux
insecticides d’imprégnation (Zoh et al., 2018; Camara et al., 2018; Aikpon et al., 2013) et
I’effet négatif des MII sur I’'immunité anti-palustre de ’Homme (Miiller et al., 2006) ont
remis en discussion leur efficacité comme stratégie unique de lutte contre le paludisme. En effet
la résistance aux pyréthrinoides, la seule classe d’insecticides actuellement utilisés dans les MII,
est répandue. Elle a été détectée chez au moins un des vecteurs du paludisme sur plus des deux
tiers des sites testés et s’est avérée la plus élevée dans les régions Afrique et Méditerranée
orientale de I’OMS (WHO, 2019).

Pour une meilleure gestion des phénomeénes de résistance, de nouvelles méthodes
d’imprégnation ont été mises en place. Il s’agit notamment de la bi-imprégnation (Pennetier
et al., 2008; Corbel et al., 2002) et de I'utilisation d’autres insecticides telle la bifenthrine
(Chouaibou et al., 2006).
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2.4.1.3-Nouvelles méthodes de lutte antivectorielle

¢ Technique de I’appat sucré

Les moustiques adultes ont besoin pour leur survie, de sucres et d'hydrates de carbone
dérivés de plantes. Ainsi ce besoin quasi quotidien de source essentielles de sucre dans leur
environnement, offre I’opportunité d’une nouvelle forme de lutte antivectorielle a partir
d’ Appat toxique attractif a base de sucre (ATBS).

La méthode ATBS utilise 'odeur d'un fruit ou d'une fleur comme attractif, une solution sucrée
comme stimulant alimentaire et une toxine orale (I’ivermectine, I’acide borique et le Spinosad)
pour tuer les moustiques (Miiller et al., 2010; Beier et al., 2012). Les solutions ATBS sont soit
pulvérisées sur la végétation, soit suspendues dans un appat, et les moustiques qui ingerent les
solutions toxiques sont tués.

Cette intervention est simple d'un point de vue technologique et opérationnel, sans danger pour
l'environnement et bon marché, ce qui la rend appropriée pour le contrdle du paludisme dans
les pays a revenu faible ou intermédiaire (Tizifa et al., 2018). De nombreux essais sur le terrain
suggerent que 'ATBS a la capacité de réduire les densités de populations des Anopheles. En
effet une étude menée en Israél a montré une réduction de 95 % des populations de Anopheles
sergentii femelles, tout en éradiquant complétement les males, réduisant la capacité vectorielle
des moustiques adultes de 11,5 avant traitement a 1,0 (Beier et al., 2012). Dans une tout autre
¢tude au Mali le traitement ATBS a réduit les densités d'An. gambiae s. 1. d'environ 90%. avant
de se stabiliser a un faible niveau (Miiller et al., 2010). Ces résultats soulignent l'importance de
I'ATBS en tant que nouvel outil prometteur pour la lutte antivectorielle; toutefois, des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour démontrer son impact sur la morbidité et la

mortalité (Tizifa et al., 2018).

¢ Modification de I’habitat : Eave Tube

La technologie Eave Tube est une innovation récente qui offre une nouvelle approche
pour I'administration d'insecticides aux vecteurs du paludisme (Knols et al., 2016). Celle-ci
exploite le comportement naturel des moustiques vecteurs, qui a la recherche de leurs hotes
pour leurs repas de sang, pénétrent de préférence par les espaces d’aération compris entre le toit
et les murs des maisons. L’approche consiste a obstruer les bouches d’aération et a insérer des
morceaux de tuyau en PolyChlorure de Vinyle (PVC) afin de canaliser les odeurs humaines que

les moustiques utilisent pour localiser leurs hotes (Figure 9). les moustiques en entrant
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rencontrent un filet électrostatique traité avec de la poudre d’insecticide notamment les

pyréthrinoides) (Oumbouke et al., 2018).

1 ol Eave Tube
Inserts

Eave Space

Screened

Improved Windows

Doors

Figure 9: Représentation simplifi¢e de l'approche Eave Tube (a) ; Maison avec insert
EaveTube(b)

Selon les spécifications publiées, 1'approche EaveTube comprend bien plus que les inserts. Au
lieu de cela, les espaces entre les murs et le toit sont également bloqués de sorte que les seuls
espaces restants soit ceux pour insérer les tubes. De plus, toutes les fenétres sont également sont
équipé de moustiquaire grillagé, les fissures des murs scellées et les portes renforcées pour
sceller toutes les ouvertures. Adapté de (Okumu, 2017)

Les ¢études suggerent que lorsqu'elles sont combinées au calfeutrage des portes et des
fenétres, il y a une réduction de I'entrée des moustiques et une augmentation de leur mortalité
de plus de 50% (Barreaux et al., 2018; Oumbouke et al., 2018). De plus les inserts traités a la
béta-cyfluthrine sont capables de conserver une efficacité résiduelle élevée, tuant 100 % d'An.
gambiae (résistants aux pyréthrinoides) au cours du premier mois et plus de 80 % au cours des
8 mois suivants. Une autre étude réalisée dans un contexte épidémiologique différent en
Tanzanie a observé une réduction de 85% des Anopheles adultes et de 93% des larves par
rapport aux habitats témoins non équipés des inserts traités (Sternberg et al., 2016).
Globalement ces Eave tubes semblent clairement montrer leur efficacité sur les vecteurs en
quéte d’un hote lorsqu’ils tentent d’entrer dans les maisons, réduisant ainsi le risque de
transmission a la fois au niveau des ménages et au niveau communautaire (Knols et al., 2016;
Spitzen et al., 2016; Sternberg et al., 2016; Snetselaar et al., 2017).

Cependant toutes ces différentes techniques utilisent des insecticides qui ont certes
montré leur efficacité, mais 1’apparition croissante des mécanismes de résistance multiple aux
insecticides menace d'annuler tous les progres réalisés jusqu'a présent pour 1’élimination ou le

controle des principales maladies transmises par les moustiques en général et particulierement
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le paludisme (Wilke & Marrelli, 2015; Alout et al., 2017). Dans ce contexte, une attention
particuliere est apportée a une tout autre approche dite biologique (wolbachia, technique de
I’insecte stérile) qui consiste a cibler différentes étapes du cycle de vie des moustiques afin de

réduire la dépendance actuelle aux insecticides.

¢ . Lutte biologique
» Wolbachia

Wolbachia, est une bactérie endosymbiotique dominante de nombreux insectes,
transmise de la meére a sa descendance via le cytoplasme des ovocytes. Elle a la particularité
d’infecter les organes reproducteurs des moustiques, mais aussi les tissus somatiques ou se
développent les pathogénes, réduisant ainsi la reproduction de leurs hotes, et par conséquent la
propagation de nombreux pathogénes humains.
L'utilisation de Wolbachia pour le contréle du paludisme nécessite une infection stable des
organes reproducteurs (pour étre transmise verticalement a la descendance) soit naturellement,
soit par micro-transfection. A cet effet, une infection stable d’une souche de Wolbachia a été
¢tablie chez An. stephensi (Bian et al., 2013) et des infections naturelles par Wolbachia ont été
retrouvées chez des populations sauvages de deux importants vecteurs du paludisme, An.
gambiae et An. coluzzii, au Burkina Faso un pays situé dans une zone de forte transmission
palustre (Baldini et al., 2014). Toujours dans cette méme zone Afrique de I’'OMS d’autres
¢tudes ont montré que la souche wAnga infecte de maniere stable les ovaires, et les tissus
somatiques ou se développe Plasmodium. Cette souche pourrait entrer en compétition pour les
ressources ou réguler la réponse immunitaire pour ¢liminer le parasite du paludisme (Shaw et
al., 2016; Gomes et al., 2017). De maniere intéressante, l'infection expérimentale a montré que
wAnga-Mali a un fort impact sur les stades tardifs des sporozoites et réduit la transmission du
paludisme (Gomes & Barillas-Mury, 2018). Globalement ces études ont montré le potentiel du
lacher de moustiques infectés par Wolbachia en tant que stratégie prometteuse pour réduire la
transmission du paludisme, mais ont également soulevé de grandes limites dues aux difficultés
intrinseéques du transfert de Wolbachia dans les embryons des Anopheles et au manque de
compatibilité cytoplasmique (Walker & Moreira, 2011; Shaw et al., 2016).
La découverte récente d'infections natives par Wolbachia chez des especes de Anopheles
d'Afrique (vectrice et non vectrices du paludisme), confirme que l'infection naturelle par
Wolbachia chez les moustiques anophéliens est plus répandue que prévu (Baldini et al., 2018;
Jeffries et al., 2018; Ayala et al., 2019) . Cela offre une opportunité de mieux étudier la diversité

des souches Wolbachia de Anopheles et incite a poursuivre les recherches sur I'utilisation
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possible des associations naturelles Wolbachia-Anopheles pour limiter la transmission du

paludisme (Baldini et al., 2014; Niang et al., 2018).

¢ Technique de I’Insecte Stérile (TIS)

La technique d’insecte stérile (TIS) est une stratégie de lutte antivectorielle qui consiste
a la production et la libération d’un nombre important de moustiques males stérilisés
(irradiation par rayons X ou y) afin de réduire et/ou €liminer les populations de moustiques
ciblées par I’accouplement improductif de femelles moustiques sauvages (Baxter, 2016; Benelli
et al., 2016). Des modifications génétiques peuvent ¢galement conduire a des males stériles
(Burt et al., 2018). En Afrique, 1'é¢tude de faisabilité de la TIS comme méthode de contrdle du
vecteur du paludisme a été démontrée (Munhenga et al., 2016; Bouyer & Vreysen, 2020; Kaiser
et al., 2021), notamment au Soudan (Ageep et al., 2014; Hassan et al., 2014) et a Mamfene dans
la province du KwaZulu-Natal (Afrique du sud) bien qu’un nombre faible de 4An. arabiensis
irradiés ait été identifi¢ dans les essaims d’accouplement ou se trouve des An. arabiensis
sauvages (Kaiser et al., 2021). Cependant la compétitivité pour I’accouplement sur le terrain,
des males de laboratoire reste inconnue. Bien que 1'utilisation de cette méthode soit limitée en
raison de la performance réduite des males stérilisés ( dispersion par exemple) et des difficultés
liées a la réduction préalable des densités de population sauvage, le développement de la TIS
contre les moustiques a progress¢ rapidement ces derniéres années avec des avancées
significatives dans le développement de souches génétiques (Papathanos et al., 2018; Ndo et
al., 2014), les conditions d’¢levage en masse au laboratoire (Mamai et al., 2017, 2018), la
séparation des sexes (Zacarés et al., 2018), l'irradiation (Yamada et al., 2019) et le contrdle

qualité (Culbert et al., 2018, 2020).

2.4.2- La lutte contre le parasite Plasmodium falciparum

La lutte contre le parasite regroupe a la fois toutes les stratégies curatives et de
prévention de la maladie qui prend en compte la chimio-prévention et les stratégies vaccinales
potentielles.

La chimio-prévention englobe la chimioprophylaxie incluant le traitement préventif
intermittent (TPI) pour les femmes enceintes et enfants de moins de 5 ans vivant en zones
d’endémie) : la chimioprophylaxie doit étre envisagée, de manicre systématique, pour tout sujet
non immun se rendant en zone impaludée. C’est un moyen de prévention de la maladie basé

sur I'utilisation de molécules chimiques. Il n’existe pas de schéma prophylactique idéal. Le
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choix de la chimio-prophylaxie doit étre discuté et son application adaptée a chaque voyageur
et dépend 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 manicre générale,
l'arsenal thérapeutique de la chimio-prophylaxie se limite a la chloroquine, au proguanil, a
l'association pyriméthamine-dapsone, a la méfloquine et a la doxycycline (Kafai & Odom John,
2018).

Chez les femmes enceintes, le traitement préventif intermittent (TPI) consiste a administrer 3
doses de Sulfadoxine- Pyriméthamine (SP) durant les deuxiémes et troisiéme trimestres de la
grossesse. Des études ont montré que ce TPI réduit le risque d’insuffisance pondérale (Wilson
et al., 2011) et d’anémie infantile au cours des premicres années de vie. Globalement les TPI ont
une efficacité protectrice contre les formes clinique de 27% (Esu et al., 2019). Au cours de
cette derniére étude, les auteurs ont observé une variabilité de 1’efficacité des TPI selon la
période d’observation et/ou le type de médicament administré. La SP a probablement fait
peu ou pas de différence (toutes causes confondues) dans la mortalité infantile ; toutefois
elle a entrainé moins d’anémie, de parasitémie et d’admission a I’hdpital. La Sierra Leone
est le seul pays a ce jour a avoir pleinement expérimenté les TPI (Audibert & Tchouatieu,
2021).

En plus de la chimioprohylaxie et des autres méthodes de lutte contre le paludisme dans la
région de I'Afrique subsaharienne, I’OMS recommande depuis 2012 la chimioprévention du
paludisme saisonnier (CPS) chez les enfants de moins de 5ans dans la zone du sahel. La CPS
consiste en I'administration mensuelle d'une dose curative de SP + Amodiaquine (AQ) pendant
4 mois (WHO, 2012). L’objectif étant de maintenir des concentrations thérapeutiques de ces
molécules antipaludiques dans le sang, tout au long de la période ou le risque de paludisme est
¢levé. L’analyse de métadonnées issu d’essai clinique suggere que pres des trois quarts des cas
de paludisme pourraient étre évité, et des études de modélisation montrent que des dizaines de
milliers de déces seraient évité grace au déploiement a grande échelle du CPS (Cairns et al.,
2012; Meremikwu et al., 2012). L’adoption de la CPS a grande échelle dans 7 pays du sahel
(Niger, Mali, Burkina faso, Tchad, Guinée, Gambie et Nigeria) a montré une efficacité

protectrice contre le paludisme de 85% (ACCESS-SMC Partnership, 2020).

2.4.3- Stratégies vaccinales : Candidats vaccins, avancées et
difficultés dans le développement d’un vaccin efficace

Depuis plus de 50 ans, le développement d’un vaccin efficace contre le paludisme
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demeure un des objectifs qui mobilise bon nombre d’acteurs de la communauté scientifique.
Divers vaccins ou candidats vaccins ayant pour cible les Ag issus des différents stades du cycle
parasitaire ont été développés (Figure 10) (Frimpong et al., 2018). Actuellement, plus d’une
centaine de candidats vaccins, dérivés seulement d’une vingtaine d’Ag, sont en développement
(de Almeida et al., 2021; Cockburn & Seder, 2018; Draper et al., 2018; Epstein et al., 2017;
Beeson et al., 2016). A cet effet des progrés constants sont réalisés dans la compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires qui assurent la protection dans les mod¢les animaux
et humains. Pour qu’un vaccin contre le paludisme soit considéré comme efficace, la nouvelle
feuille de route technologique qui fixe les objectifs d’éradication et d’¢limination du
paludisme a I’horizon 2030, prévoit désormais qu’il atteigne une efficacité de 75% sur deux
ans contre P. falciparum et P. vivax (Moorthy et al., 2013; Draper et al., 2018) tout en
conservant son objectif de 2015, qui est celui d’un vaccin de premiére génération offrant une
efficacité protectrice d’au moins 50% sur une période de un an. Trois phases de test clinique
(Phase I, II, III) sont nécessaires pour une mise en conformité et I’obtention de 1’autorisation
de mise sur le marché. Ces essais cliniques qui se déroulent chez I’Homme, évaluent

I’innocuité, I’'immunogénicité et I’efficacité du vaccin (Singh & Mehta, 2016).
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Transmission blocking vaccines
Pfs25/EPA
Pfs230/EPA

Pre-erythrocytic vaccines
RTS,S/ASO1A Pre-Erythrocytic
PfME-TRAP (ChAd63/MVA) Stage

PfCSP (ChAd63/MVA) SR
PfSPZ (iSPZ, GAS, CPS)
PfCSP (DNA/AdS5)

PfCSP + PFAMA-1 (Ad5)
PfCelTOS

PfCSP (Ad35)

PVCSP (VMPO01/AS01B)

Figure 10: Candidats vaccins contre le paludisme en cours d'essais cliniques.
(Moreno & Joyner, 2015)

2.4.3.1-Vaccin contre les stades pré-érythrocytaires de P.
falciparum

Les vaccins qui ont cours actuellement ont pour but d’éliminer tout sporozoite et
d’empécher toute libération dans le sang de mérozoites provenant de schizontes hépatiques.
A ce jour, seul le vaccin RTS/ASO1 (RTS,S), constitu¢ de 18 copies du domaine central et de
la région C-terminale de la protéine de surface de la CircumSporozoite Protein (CSP) de P.
falciparum, présentant également des épitopes de lymphocytes T couplés a 1'Ag de surface de
I'AgHBs de I'hépatite B a démontré une efficacité protectrice dans les essais cliniques de phase
I (RTS,S Clinical Trials Partnership, 2015). Ce vaccin dirige la réponse immunitaire contre la
principale protéine CSP qui recouvre la surface des sporozoites. La protection est partielle,
s’estompe avec le temps et 1’dge (protection plus faible chez les nourrissons de moins de 12
semaines que chez les jeunes enfants de 5 a 17 mois). Chez ces derniers I’incidence du
paludisme clinique a été réduite de 51% [IC95, 48%-55%] au cours des 12 premiers mois de
suivi pour les enfants ayant re¢u 3 doses de vaccins. Sur 48 mois de suivi, I’efficacité était plutot

de 26% [1C95, 21%-31%], et chez les enfants recevant une quatriéme dose (18 mois apres la
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troisieme dose), I’efficacité était de 39% [IC95, 34%-43%]. Une récente étude réalisée toujours
chez des enfants (109 nourrissons agés de 6 a 12 semaines et 86 enfants agés de 5 a 17 mois)
dont certains ont encore des Ac (IgG) maternels, a révélé que la vaccination avec RTS,S/ASO1E
¢tait capable de générer des Ac dirigés contre un groupe spécifique d’Ag pré érythrocytaires et
du stade sanguin. De maniére intéressante les auteurs ont montré qu’il existe une association
entre les niveaux d’Ac IgG anti PMSP1 , PAMSPS, P/MSP1 bloc 2, P/RH4.2, PFEBA140 et
PfSSP2/TRAP et la protection clinique aprés vaccination, dans deux différents lieux
d’endémicité (Dobano et al., 2019).

Malgré sa relative faible efficacité probablement due a la spécificité de la souche
vaccinale, car les infections naturelles a P. falciparum présentent une forte variation
antigénique (Neafsey et al., 2015; Ouattara et al., 2015) et les rapports d’effets indésirables, le
RTS,S est le premier vaccin qui aurait un impact significatif sur la santé des jeunes enfants en
contribuant efficacement a la réduction du taux de paludisme grave et des hospitalisations chez
ceux-ci (RTS,S Clinical Trials Partnership, 2015). Actuellement il est connu sous le nom
commercial de Mosquirix™ et a recu une décision favorable de 1’Agence Européenne des
M¢édicaments et I’autorisation de ’OMS (WHO, 2021). En octobre 2021, ’OMS a recommandé
que le vaccin antipaludique RTS,S/ASO1 soit utilisé pour la prévention du paludisme a P.
falciparum chez les enfants vivant dans les régions ou la transmission est modérée a élevée. Le
vaccin antipaludique RTS,S/AS01 doit étre administré a raison de 4 doses aux enfants a partir
de I’age de 5 mois pour réduire la charge de la maladie. Cette décision fait suite aux tests pilotes
qui sont en cours dans trois pays d’Afrique subsaharienne (Ghana, Kenya et Malawi) pour
¢valuer son potentiel pour une utilisation systématique a grande échelle chez les enfants.

Le candidat vaccin, R21/Matrix-M, également bas¢ sur la protéine CSP, a démontré une
efficacité jusqu’ici inégalée de 77% lors d’essais de phase 2 au Burkina Faso, suscitant 1’espoir
d’une avancée majeure dans la lutte (Datoo et al., 2021). Il est le premier a atteindre 1’objectif
d’efficacité de 75% fixé par ’OMS.

D’autres candidats vaccin prometteurs contre les stades pré-érythrocytaire en cours de
développement n’ont pas encore dépassé la phase II. Ces vaccins qui incluent un ou plusieurs
Ags comme TRAP (Thrombospondin-Related Adhesine Protein), LSA-1 (Liver Stage Antigen-
1), LSA-3 (Liver Stage Antigen 3), STRAP (Sporozoite Threonine and Asparagine Rich
Protein) ou EXP-1 (EXported Antigen-1) sont administrés sous forme de protéines
recombinantes, de particules protéiques ou de vecteurs d’expression viraux (amorcage et
renforcement viral) (Sebastian & Gilbert, 2016; Draper & Heeney, 2010; Hill, 2006). Seul le
vaccin ChAd63-MVA/ME-TRAP a été testé en zone endémique du paludisme au Sénégal et en
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Gambie. Il a présenté un fort taux d’immunogénicité chez des adultes, induisant a la fois des
cellules T CD4+ et T CD8+ multifonctionnelles, ainsi qu’une immunité humorale (Mensah et
al., 2017, 2016; Kimani et al., 2014; Bliss et al., 2017), mais aucune preuve de son efficacité
n’a été révélée bien que des essais similaires aient montré une réduction de 67% de 1’infection
(Ogwang et al., 2015). L’évaluation de ce vaccin chez les enfants (4gés de 5-17 mois) révele

une immunogénicité beaucoup plus importante que chez les adultes (Bliss et al., 2017).

D’autres vaccins induisant aussi des cellules T contre les schizontes hépatiques, sont les
vaccins a base de sporozoites entiers. Les plus prometteurs sont les vaccins issus des sporozoites
atténués de P. falciparum. Des nombreuses études ont révélé que les sporozoites atténués par
irradiation (PfSPZ), par chimioprophylaxie (PfSPZ-CVac) et génétiquement (P/SPZ-GA1)
pourraient induire une immunité protectrice stérilisante contre des infections hétérologues et
homologues de P. falciparum chez ’homme et I’animal (Epstein et al., 2017, 2011; Mordmiiller
et al., 2017; Bijker et al., 2013; Seder et al., 2013; Roestenberg et al., 2009; Mueller et al.,
2005). Cette protection serait médiée par la production d’Ac et des cellules T (CD4+ et CD8+)
effectrices et mémoires (Behet et al., 2018; Bijker et al., 2013; Spring et al., 2013; Weiss &
Jiang, 2012; Hoffman et al., 2002; Krzych et al., 1995). Bien que prometteurs, de par de récentes
¢tudes dans des pays endémiques du paludisme en Afrique (Mali et Guinée) qui ont confirmé
qu’ils sont extrémement bien tolérés et apportent une protection significative chez des adultes
(Sissoko et al., 2017; Roestenberg et al., 2020), il n’en demeure pas moins qu’ils sont confrontés
a des difficultés logistiques et financieres. En effet les sporozoites ne peuvent étre développés
que chez les moustiques, et la nécessité d’un approvisionnement de sporozoites purifiés et
cryoconservés limite considérablement I’application de cette stratégie a une plus large échelle
(Wilson et al., 2019; Prinz et al., 2018). A cela s'ajoute la complexité d'une administration stire
et viable, notamment dans le cas de la co-formulation de sporozoites vivants et d'agents
chimioprophylactiques a longue durée d'action, indispensables pour une chimio-atténuation
compléte in vivo et une limitation des risques de développement de résistances.

Aucun de des candidats vaccins n’a atteint I’objectif de 100% de protection contre
I’infection dans le cas d’infections hétérologues. Toutefois ces vaccins contre les stades pré-
erythrocytaires qui visent a induire a la fois des réponses médiées par les lymphocytes T et des
Ac contre les schizontes hépatiques, pourraient offrir des niveaux d’efficacité initiale supérieurs
a celui du RTS,S, a condition qu’ils ne soient pas confrontés a une diminution de leur efficacité

dans le temps, a la spécificité liée a la souche et a la nature hautement polymorphe des régions
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épitopiques spécifiques des lymphocytes T des Ag pré-érythrocytaires. (Flanagan et al., 2016;
Barry & Arnott, 2014; Flanagan et al., 2006).

2.4.3.2-Vaccins contre les stades sanguins de P. falciparum

Les vaccins des stades érythrocytaires (stades sanguins asexués) visent soit a inhiber
I’invasion des hématies dans le but de contrdler la densité parasitaire, soit a empécher
I’évolution de I’infection vers des formes cliniques de la maladie. Les principales cibles de
vaccins contre les stades sanguins asexués sont les Ags situés sur la membrane cellulaire des
érythrocytes infectées et les protéines situées a la surface des mérozoites libérés par les
schizontes hépatocytaires ou érythrocytaires pendant I’invasion des érythrocytes. Ce type de
vaccin réduirait les symptomes de la maladie (Good & Stanisic, 2020), en imitant une immunité
naturellement acquise (Sutherland et al., 2007). Des expériences de transfert passif d’Ac
d’immunoglobulines (Ig) purifiées provenant d’individus immunisés d’Afrique de 1’Ouest a
d’autres individus démontraient déja que les IgG peuvent inhiber la réplication de différentes
souches de P. falciparum et ainsi jouer un role dans 1’acquisition de I’immunité adaptative
contre les stades sanguins de P. falciparum (Sabchareon et al., 1991; Cohen et al., 1961a). De
plus les études récentes portant sur l'immunité naturellement acquise ont révélé des
informations importantes sur les réponses Ac contre ces Ag candidats vaccins de P. falciparum,
y compris leur développement et leur maintien, les mécanismes moléculaires et
immunologiques clés de l'inhibition du parasite dans la réponse protectrice (Gonzales et al.,
2020).

Les Ags de stades sanguins ayant atteint les stades de développement de vaccin (Phase
I et/ou II) sont AMA1 (Apical membrane Antigen 1), MSP1 (Merozoite Surface Protein 1),
MSP2 (Merozoite Surface Protein 2), MSP3 (Merozoite Surface Protein 3), MSP5 (Merozoite
Surface Protein 5) , EBA175 (Erythrocyte Binding Antigen 175) , GLURP (Glutamate Rich
Protein), et SERAS (Serine Repeat Antigen 5). Bien que plusieurs d’entre eux aient fait 1’objet
d’études poussées, nous nous limiterons a ceux qui ont ét¢ utilisés dans le cadre de cette thése.

¢ -PfAMA-1

L’Ag PFAMA-1 est une protéine micronémique retrouvée a la surface des sporozoites
lors de la phase hépatique et des mérozoites érythrocytaires. Seule la phase érythrocytaire sera
développée dans cette partie. Cette protéine, d’abord synthétisée sous forme d’un précurseur

de 83 kDa (AMA-183) puis convertic en AMA-166, peut étre subdivisée en trois domaines
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(DI, DII et DIII) reliés entre eux par huit ponts disulfures (Hodder et al., 1996) (Figure 11).
L’Ag PfAMA-1 joue un role majeur dans I’invasion des érythrocytes par les mérozoites de P.
falciparum en interagissant avec des protéines de la famille RON (Rhoptry Neck Protein)
(Vulliez-Le Normand et al., 2012; Tonkin et al., 2011; Richard et al., 2010; Anders et al., 2010;
Coley et al., 2007; Henderson et al., 2007). Ainsi les Ac dirigés contre cet Ag ont la capacité
de bloquer I’invasion des globules rouges par les mérozoites (Woehlbier et al., 2010).
Cependant un important polymorphisme génétique (Healer et al., 2004, 2018) représente un
obstacle majeur pour développer un vaccin a base de PfAMA-1. Toutefois, des études
sérologiques menées dans les pays ou le paludisme est endémique suggerent que des titres
¢levés d’Ac cytophiliques IgG3 et [gG1 sont associés a la protection contre le paludisme (Dolo
et al., 2012; Kangoye et al., 2016; Stanisic et al., 2015; Richard et al., 2010; Nebie et al., 2008;
Roussilhon et al., 2007), laissant apparaitre 1’espoir d’avoir un vaccin mimant ces taux Ac
protecteurs.

Bien que des études prometteuses chez I’animal immunisé, révélent une protection clinique
médiée par la production d’Ac qui inhibent ’invasion des mérozoites (Mahdi Abdel Hamid et
al., 2011; Stowers et al., 2002; Dutta et al., 2009), la question est de savoir si les vaccins dérivés
de ce candidat vaccin peuvent tout autant conférer une protection chez I’Homme. A cet effet un
vaccin combinant deux alleles de AMA-1 (3D7 et FVO) et un adjuvant a démontré une bonne
immunogénicité et innocuité chez des adultes et enfants en zone d’endémie palustre (Mali)
(Dicko et al., 2008, 2007). Malheureusement, les essais de phase II, n’ont pas pu démontrer une
réduction de la fréquence des épisodes cliniques (Ouattara et al., 2010). Tout comme le
précédent, le vaccin FMP2.1/AS02 (combinant la souche recombinante 3D7 de AMA-1 et
I’adjuvant AS02), s’est avéré peu efficace et n’a pas démontré une protection globale
significative contre les phases cliniques (Thera et al., 2011), mais des preuves d’une efficacité
substantielle de 64% spécifique a la souche 3D7subsistent (Laurens et al., 2013).

Chez ’homme, le manque d’efficacité des vaccins a base de I’Ag AMA-1 seul ou couplé avec
un adjuvant ne peut étre dii uniquement au polymorphisme. Une autre raison pourrait résider
dans le fait que les vaccins n’induisent pas de concentration seuil d’Ac pouvant fournir une
activité antiparasitaire fonctionnelle, malgré des titres d’Ac anti-AMA-1 ¢€levés (Draper et al.,
2015, 2018). Des efforts récents ont largement contribué¢ a améliorer les Ac neutralisants des
souches en incorporant plusieurs alléles de PfAMA-1 pour rediriger la réponse immunitaire vers
les régions conservées (Dutta et al., 2013; Terheggen et al., 2014; Harris et al., 2014; Miura et
al., 2013). Une approche dont les tests sont en cours en Europe et en Afrique (Sirima et al.,

2017), consiste a générer une chimere de protéine AMAT1 de type Diversity Covering (DiCo)

44



qui pourrait couvrir la majorité des génes polymorphes et ainsi augmenter le taux d’Ac (Faber
et al., 2016) ; ou remplacer les principaux résidus polymorphes en alanine, en glycine ou en
sérine. Au vu des observations différentes réalisées dans ces études, ces données suggerent

qu'un niveau seuil d'Ac fonctionnels neutralisants pourrait étre induit par un vaccin complexe.
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Figure 11: Représentation schématique de I’antigene AMA-1 de P. falciparum
(Kato et al., 2005)

¢ PMSP-1

La protéine PMSP-1 (glycoprotéine d’environ 200 kDa) constitue la principale protéine
exprimée a la surface des mérozoites. Elle est constituée de blocs semi- conservés et conservés,
numérotés de 1 a 17 (Ghoshal et al., 2018) (Figure 12). Durant I’évolution des mérozoites, la
protéine PMSP-1 subit des clivages protéolytiques en différents fragments dont le seul
fragment C-terminal de 19 kDa (MSP-119) est exprimé a la surface du parasite
intracellulaire et persiste jusqu’au stade trophozoite chez 1’hématie nouvellement infectée.
Cette protéine a fait I’objet d’études approfondies en tant que candidat vaccin, sur la base de
rapports selon lesquels les Acs anti-P/MSP-1 sont associés a une réduction du risque d’épisode
clinique du paludisme (Fowkes et al., 2010; Beeson et al., 2016). Tout comme I’ Ag PFAMA-1
cité plus haut, il a ét¢é montré que certains Acs anti-PfMSP-1 sont des Acs inhibiteurs de
I’invasion des érythrocytes (Moss et al., 2012). Les Acs pourraient agir soit directement, en
bloquant ou en empéchant I’invasion des érythrocytes sains par les mérozoites, soit
indirectement par activation des monocytes effecteurs : cytotoxicité cellulaire dépendant de
I’Ac (ADCC) (Jafarshad et al., 2007). De plus, les études longitudinales réalisées montrent que
I’immunité protectrice contre le paludisme est largement médiée par les IgG et les sous-classe
cytophiles IgG1 et IgG3 anti-PMSP-1(Amoah et al., 2017; Wang et al., 2016).

A ce jour, bien que les vaccins a base de PMSP-1 aient montré leur immunogénicité, aucun
candidat vaccin comprenant une partie de la protéine PMSP-1 n’a encore démontré une

véritable efficacité chez I’Homme a la suite d’infections naturelles. En effet seul le vaccin basé
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sur I’extrémité C-terminale de PAMSP1(MSP142) formulé avec 1’adjuvant (AS02) a induit des
Ac inhibiteurs de croissance du parasite, chez des adultes naifs, et chez des enfants et adultes
exposés au paludisme. Cependant il n’a montré qu’une efficacité de 5,2% dans des essais de
phase IIb chez des enfants du Kenya (Ogutu et al., 2009). En revanche, la combinaison de
PMSP-1 avec les Ag PfMSP-2 et RESA a révélé une réduction de 62% des infections en

Papouasie-Nouvelle-Guinée (Genton et al., 2003).
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Figure 12: Représentation schématique de la protéine MSP-1 de P. falciparum adapté de
(Ghoshal et al., 2018)

¢ PMSP-3, PAGLURP et GMZ2

Les protéines MSP-3 (38 kDa) et GLURP (145 kDa) de P.falciparum sont des protéines
situées a la surface des mérozoites qui ne possédent pas de domaine transmembranaire ni
d’ancrage glycophosphatidylinositol (GPI). PMSP-3 est composée d’une partie C-terminale
relativement conservée (avec des domaines variables responsables de la dimérisation de la
protéine) et une partie N-terminale hautement polymorphe. Quant a PAGLURP, il posséde deux
régions (R1 et R2) répétées polymorphes et une région N-terminale non répétée (R0) qui a une
diversité limitée.

Ces deux protéines ont fait ’objet de nombreuses études aussi bien chez 1’animal que chez
I’Homme dans divers milieux épidémiologiques et géographiques. L’immunisation chez le
primate (Saimiri sciureus) avec différents fragments de MSP-3/adjuvant et GLURP (incluant la
région RO) a révélé une protection clinique partielle associée a un taux élevé d’Ac (Carvalho et
al., 2004, 2005). Les Ac anti-PfMSP-3 et PfGLURP ne semblent pas capables de bloquer in
vitro et in vivo I’invasion des érythrocytes par les mérozoites ni leur développement a I’intérieur

des globules rouges, mais réduit la croissance parasitaire par 1’activation des monocytes
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effecteurs : inhibition cellulaire dépendante des Ac (ADCI) (Tiendrebeogo et al., 2015; Osier et
al., 2014; Jepsen et al., 2013; Audran et al., 2005; Druilhe et al., 2005).

Des études immuno-épidémiologiques menées dans les pays ou le paludisme est endémique ont
¢tabli une association entre les Ac spécifiques des régions conservées de PAMSP-3 et PFGLURP
et la protection clinique (Amoah et al., 2017; Cherif et al., 2017; Nebie et al., 2008; Soe et al.,
2004; Oeuvray et al., 2000). Cependant ces Ag candidats vaccins n’ont pas dépassé le stade de
la phase I. Un essai vaccinal de phase I chez des enfants (1-2 ans) au Burkina Faso a rapporté
de fortes réponses en Ac cytophiles anti-PfMSP-3 et le suivi post-vaccinal a indiqué une
diminution significative des épisodes cliniques du paludisme chez les enfants ayant recu le
vaccin par rapport aux témoins (Sirima et al., 2009, 2011). Les progres considérables réalisés
dans le développement et la capacité a générer des Ag recombinants a partir de bactérie
(Lactococcus lactis) ont permis de fusionner des Ag, comme dans le cas du candidat vaccin
GMZ2 (Theisen et al., 2004).

GMZ2, est une protéine hybride issue de la fusion des domaines conservés de PMSP-3 et de
PfGLURP (Theisen et al., 2004; Jepsen et al., 2013) (Figure 13), choisis sur la base de plusieurs
¢tudes immuno-épidémiologiques réalisées dans des zones épidémiologiques variées (Nebie et
al., 2008; Soe et al., 2004; Dodoo et al., 2000; Oeuvray et al., 2000; Theisen et al., 2000), en
fonction de leur capacité a induire des types Ac naturels similaires (Soe et al., 2004), ainsi que
sur la base d’études in vitro (Theisen et al., 1998) et I’étude des populations des individus
(humains) exposés au paludisme (Adu et al., 2014).

Ce candidat vaccin s’est révelé étre siir, bien toléré et immunogene aussi bien chez des adultes
sains allemands , que chez des adultes gabonais partiellement immunisés et des enfants (Esen
et al., 2009; Mordmiiller et al., 2010; Bélard et al., 2011). Cependant les essais de phase IIb chez
des enfants ont révélé une faible efficacité dans la protection contre les infections a Plasmodium
(14%) (Sirima et al., 2016).

Dans I’ensemble, les résultats obtenus avec ces Ag des stades sanguins suggérent qu’un niveau
d’immunité pourrait étre acquis par vaccination. Cependant des obstacles subsistent au
développement de ces vaccins et susciter une réponse immunitaire protectrice de longue durée
par la vaccination semble étre un objectif difficile a atteindre. Ces obstacles, sont notamment
liés a la variation des séquences des cibles vaccinales, 1’incapacité des vaccins a générer des
titres d’Ac suffisamment ¢élevés pour la protection. Parallélement a ces obstacles au
développement de vaccins, de nombreuses questions subsistent sur la nature de l'immunité

acquise naturellement. On ne comprend pas parfaitement pourquoi l'immunité contre le
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paludisme se développe relativement lentement, combien de temps les réponses immunitaires
acquises naturellement sont maintenues en l'absence de réexposition, et quelles combinaisons

d'Ag devraient étre priorisées pour la mise au point d'un vaccin efficace.

27 98 213 288 352 418 500\(212 276 323 380
| 1 1 I l I I 1 1
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Figure 13: Représentation schématique GMZ2 de P. falciparum
(Jepsen et al., 2013)

2.4.3.3-Vaccin contre les stades sexués de P. falciparum

Les vaccins dirigés contre le stade sexué de Plasmodium permettraient de bloquer la
transmission (Acquah et al., 2019).
Ces vaccins induisent la production d’Ac contre les Ag des stades sexués (gamétocytes) du
parasite qui peuvent empécher la fécondation dans I’estomac de I’Anopheles vecteur et le
développement du parasite. IlIs ne conféreraient pas de protection individuelle, mais viseraient
a limiter la transmission des parasites de I’Homme au vecteur et aussi du vecteur a I’Homme.
Néanmoins pour bloquer la transmission, la couverture vaccinale devrait étre totale car un petit
nombre d’individus infectés suffirait a assurer la transmission.
De tels vaccins pour étre efficaces, devraient potentiellement étre combinés a des méthodes de
lutte anti-vectorielle ou a un vaccin des autres stades (pré-érythrocytaire ou érythrocytaire).
Actuellement chez P. falciparum , seul le candidat vaccin Pfs25 (toujours en cours
d’amélioration) a été testé dans le cadre d’essai clinique chez ’homme (Nikolaeva et al., 2015).
Les Ac anti-Pfs25 induits chez ’homme aprés vaccination, sont capables de bloquer le
développement de souches de laboratoire et la transmission d’isolats de terrain a des Anopheles
(Wu et al., 2008)
Les essais ont été interrompus a cause d’un trés grand nombre d’effets indésirables. Cependant
les participants ayant regu deux doses ont présenté des réponses Ac détectables avec des
niveaux d’activit¢ variables de réduction de la transmission. Plus récemment une autre
formulation qui consiste a coupler la protéine Pfs25 a une protéine mutante de Pseudomonas

aeruginosa (Shimp et al., 2013) a permis d’atteindre des niveaux substantiels d’Ac (capables
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de reconnaitre la protéine native)apres quatre doses du vaccin. Mais les niveaux d'Ac ont

rapidement baissé apres la dernieére dose (Sagara et al., 2018).

2.4.4- Concepte de lutte intégrée

La lutte intégrée n’est pas une méthode, mais un concept qui repose sur 1’utilisation
concertée d’une variété de méthodes de contrdle, qu’elles soient physiques, chimiques,
biologiques, génétiques, ou autres. La mise en ceuvre de ces mesures de lutte dépend d’un certain
nombre de facteurs : épidémiologie, données disponibles, possibilités et limites de chacune des
méthodes, infrastructure et moyens dont disposent les institutions, etc. Les caractéristiques de la
transmission et de 1’épidémiologie du paludisme varient beaucoup entre régions, pays, et au sein
d’un méme pays. De ce fait, une seule stratégie de lutte donnée n’est pas applicable ou efficace
dans tous les contextes épidémiologiques. La stratégie de lutte doit étre adaptée localement en
tenant compte non seulement des conditions écologiques et épidémiologiques, mais aussi des
réalités socio-économiques de chaque pays et de chaque région (Takken & Knols, 2009).

La stratégie mondiale de lutte contre le paludisme par exemple, préconise, le recours a des
mesures sélectives de prévention et de lutte, susceptibles de déboucher sur des résultats
durables. Ces mesures doivent avoir pour but, d’empécher que la situation n’empire, d’éviter le
gaspillage des ressources et de contribuer au bon développement des services de santé, de la
coopération intersectorielle et de la participation communautaire. Ainsi au Vietnam (Asie du
Sud-Est), la mise en place de programmes effectifs de traitement (basés sur les Combinaisons
Thérapeutiques a base d’Artémisinine ‘‘CTA’’) et le déploiement massif de moustiquaires
imprégnées d’insecticide (MII) a permis de contrdler le paludisme dans les zones a risque
(Erhart et al., 2007).

En Afrique, des succes ont été notés dans la réduction de la morbidité et de la mortalité palustres
dans certains pays (Tanzanie, Erythrée, Kenya, Rwanda, Sud Mozambique, Zambie, Afrique
du Sud, Sénégal, Gambie et Guinée Bissau) suite a des combinaisons de méthodes de lutte
(Nyarango et al., 2006; Bhattarai et al., 2007; Ceesay et al., 2008). En zone d’endémie palustre,
de nombreuses études, combinant ’utilisation des MlIs aux aspersions intra-domiciliaires, ont
rapporté une baise supérieure ou égale a 90% de la transmission du paludisme. Cette baisse était
couplée dans la plupart des cas a une forte réduction de I’incidence du paludisme, de la
prévalence et des densités parasitaires, des cas de paludisme simples ou graves (Gu & Novak,

2005; Protopopoff et al., 2007). Plus récemment, des études réalisées sur des enfants (5 a 17
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mois) au Burkina Faso et au Mali, ont révélé que combinaison de la vaccination RTS,
S/ASO1E et de la chimioprévention saisonniere (SP+AQ) a conduit & une réduction
substantielle de 1'incidence des cas simples de paludisme, des hospitalisations avec paludisme
et des déces dus au paludisme par rapport au niveau de protection obtenu avec 1'une ou l'autre

intervention administrée seule (Chandramohan et al., 2020).
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3- Réponses immunes anti-Plasmodium falciparum

L’immunité se définit comme un état de résistance a 1’infection et/ou a la maladie, quel
qu’en soit le mécanisme immunologique. Dans le cas du paludisme, différents mécanismes
immunitaires interviennent au cours de ’infection afin de contrdler les différents stades de
I’infection. On distingue une immunité dirigée contre les stades pré-erythrocytaires, qui vise a
empécher I’invasion et la croissance du Plasmodium au sein des hépatocytes, et une immunité
dirigée contre les stades érythrocytaires, visant a bloquer 1’invasion et la croissance de
Plasmodium au sein des érythrocytes. Ces mécanismes font intervenir différents acteurs
cellulaires et solubles des réponses immunitaires innée et adaptative qui cooperent tout au long
de l'infection. L’ immunité innée se met en place des le début (dans les premiéres heures en
attendant la mise en place de I'immunité adaptative (cellulaire et humorale) qui est

opérationnelle en général dans les dix jours suivant I’infection.

3.1 Réponse innée

L’immunité innée est un systtme de défense évolutif présentant plusieurs
caractéristiques clés communes a une grande variété de microorganismes différents (Turvey &
Broide, 2010). Elle englobe pratiquement tous les tissus et implique des cellules d'origine
hématopoiétique et non hématopoiétique (Kaur & Secord, 2019).

Cette immunité se différencie de celle acquise par le fait qu’elle s’active trés rapidement, sans
immunisation et sans vaccination préalable. Elle se met en place dés le début de toute infection,
se maintient jusqu’a la mise en place de I'immunité acquise et aide a la mise en place de cette
derniere qui est plus ciblée et spécifique du pathogeéne. Dans le cas du paludisme, cette réponse
serait probablement la cause du faible taux de parasitémie observé au cours des infections
aigues a P. falciparum (Mohan et al., 1997)

Les mécanismes de cette défense dite non spécifique, parce que ne dépendant pas de la nature
du parasite font intervenir différents effecteurs tels que les neutrophiles, les cellules
dendritiques (CD), les phagocytes mononucléaires et les cellules « tueuses naturelles »
(Natural killer) généralement appelées cellules NK, qui semblent jouer un role important
dans I’immunité innée observée au cours des infections palustres précoces. Ce rdle important
des cellules NK dans la réponse immunitaire innée aux infections palustres a P. falciparum est
médié par la production de cytokines pro-inflammatoires et s’illustre par I'inhibition de la

croissance des parasites et la destruction cytotoxique des parasites intra-érythrocytaires (Arora
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et al., 2018). Les cellules NK sont les premicres cellules du sang périphérique a produire de
I'TFN-y en réponse a une infection a P. falciparum (Wolf et al., 2017) et participent a l'initiation
et au développement des réponses immunitaires adaptatives (Obaid et al., 2018). Cette
implication des cellules dans le controle de I’infection de par la production de cytokines a été
démontré dans de nombreuses études chez I’Homme et dans le modéle murin. A cet effet, la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que 1'lFN-y et le TNFa par les cellules
NK du foie et les PBMC de souris, augmente fortement en réponse a 1’infection aux stades
érythrocytaires et hépatiques de P. yoelii (Roland et al., 2006; De Souza et al., 1997) et P.
chabaudi.(De Souza et al., 1997; Mohan et al., 1997)

Il a également ét¢ démontré que la déplétion expérimentale des cellules NK chez les souris
infectées par P. yoelii ou P. chabaudi entraine une diminution de la production d'IFN-y avec
une augmentation correspondante de la parasitémie (Mohan et al., 1997; Choudhury et al.,
2000), suggérant que les cellules NK contribuent de maniére significative a la production
précoce de cytokines pro-inflammatoires qui est associée a une amélioration des signes
cliniques. De plus, les cellules NK jouent un role important dans l'activation réciproque des
cellules dendritiques pour la production de cytokines et 1'amorcage des cellules T CD4+ lors
des infections palustres dans le modele murin (Ryg-Cornejo et al., 2013; Ing & Stevenson,
2009), les plagant a l'interface de 1'immunité innée et adaptative. Aux stades pré-érythrocytaires
de l'infection, 1'lFN-y produit par la prolifération des cellules NK hépatiques inhibe la
croissance des schizontes hépatiques (Roland et al., 2006; Miller et al., 2014) .

Les études chez I’homme ont aussi montré qu’un taux élevé d'IFN-y était associé a la protection
contre l'infection palustre (McCall & Sauerwein, 2010). La production d'IFN-y par les PBMC
était associée au cas de paludisme simple plutdt qu'a un paludisme grave chez les enfants. De
plus les enfants atteints de paludisme simple qui présentaient des réponses d'IFN-y détectables
présentaient également une incidence retardée a la réinfection dans I'année suivant I'infection
initiale (Luty et al., 1999). Plus tard, une étude a révélé une protection plus longue contre
l'infection palustre aprés vaccination avec des sporozoites entiers de P. falciparum
(Roestenberg et al., 2009). Cette protection semblait étre associée a la fois a la production
d'IFN-y, d'IL-2 et des cellules T par les PBMC restimulées in vitro avec les antigenes
sporozoites (Roestenberg et al., 2011). D’autres études in vitro de PBMC provenant d'individus
naifs de paludisme ont montré que les érythrocytes infectés par P. falciparum peuvent induire
les cellules NK a produire de I'l[FN-y dans les 6 heures suivant la co-culture (Artavanis-
Tsakonas & Riley, 2002) , bien que cette réponse semble étre quelque peu hétérogeéne entre les

individus (Korbel et al., 2005). Cette hétérogénéité peut s'expliquer en partie par les répertoires
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de récepteurs des cellules NK (Korbel et al., 2009), car des preuves suggerent que cette réponse
peut nécessiter un contact physique direct entre les cellules NK et les érythrocytes infectés
(Dodoo et al., 2002; Artavanis-Tsakonas et al., 2003). La production d'IL-12 et d'IL-18 par les
cellules my¢loides semble étre importante dans 1’activation des cellules NK (Perkmann et al.,
2005; Kojima et al., 2004; Nagamine et al., 2003; Artavanis-Tsakonas et al., 2003) . De plus,
au cours du paludisme de I’enfant, les concentrations de granzymes A et B solubles, ainsi que
des cytokines (IL-12p70, IL-10), sont augmentées dans le sérum (Hermsen et al., 2003). Par
ailleurs, la réponse immunitaire précoce a été étudiée chez des volontaires sains non immuns
infectés par une souche de P.falciparum inoculée par piqlire de moustique. Du granzyme A
soluble, de I'TFN-y, de I'IL-12 et de I’IL-8 ont ét¢ détectés dans le sérum de ces individus, avant
méme I’apparition de signes cliniques et d’une parasitémie détectable (Hermsen et al., 2003).
L’ensemble de ces résultats suggerent la mise en place d’une réponse immunitaire innée,
impliquant en partie des cellules a capacité cytotoxique au cours de la phase précoce de
I’infection. Cette étude in vivo est venue corroborer des expériences in vitro détectant une
production de TNFa, d’IL12 et d’I[FNy dans du surnageant de PBMC humains, 10 heures apres
exposition a des érythrocytes infectés par P.falciparum (Scragg et al., 1999) et vient marquer
le potentiel des cellules NK a tuer directement les cellules infectées par Plasmodium par le biais
d'une activité cytotoxique. Tout comme les cellules NK, les cellules NKT sont impliqué dans
la protection contre le paludisme au niveau hépatique. Les lymphocytes NKT constituent un
groupe de cellules hétérogenes possédant a la fois des marqueurs de lymphocytes T (TCR et
CD3) et de lymphocytes NK (CD161) et qui sont restreints au CD1d, une molécule présentatrice
d'antigeénes glycolipidiques analogue a la molécule de CMH de classe 1. En effet, une étude
conduite chez le modeéle murin a montré que l'administration du glycolipide a-
galactosylcéramide (0-GalCer) a des souris infectées par P. yoelii et P. berghei inhibe le
développement des parasites intra-hépatocytaires prévenant ainsi de l'apparition des stades
sanguins asexués de l'infection (Gonzalez-Aseguinolaza et al., 2000).
La cytotoxicité des cellules NK et NKT a également été observée contre les parasites au stade
hépatique chez la souris (Roland et al., 2006). Ces ¢tudes ont révélé une augmentation des
cellules NK et NKT qui produisent des quantités accrues d'IFNy et de TNF en réponse a
l'infection a Plasmodium yoelii (Roland et al., 2006; Miller et al., 2014), ce qui pourrait &tre
important pour freiner la croissance des schizontes dans le foie et amplifier la réponses
immunitaire précoce.

D’autres groupes de cellules tels que les cellules dendritiques (CD), les lymphocytes

Tyd et les macrophages peuvent intervenir dans ce type de défense précoce.
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Le role des CD est li¢ a leur capacité a capter, traiter et présenter les Ag aux lymphocytes T, a
activer directement les lymphocytes B et a amplifier les réponses immunitaires innées en
activant par exemple les lymphocytes NK et les lymphocytes Tyo (Wykes & Good, 2008).
L’effet du contact avec des érythrocytes infectés par P.falciparum est différent selon les sous-
populations de CD considérées. Les CD plasmacytoides (PDC) sont activées via leur récepteur
TLRY, et produisent de I’INF-a en réponse a des lysats d’érythrocytes infectés par P. falciparum
(Pichyangkul et al., 2004). Cette activation serait importante pour aider a la production d’IFN-
vy par les cellules Tyo (Urban et al., 2005). Une autre ¢tude a montré que, in vitro, les
érythrocytes infectés par P. falciparum étaient également responsables d’une modulation
négative de ’activation de CD dérivées de monocytes (Urban et al., 2005). Cette modulation
négative, dépendante d’une interaction avec le récepteur CD36, se traduit par une absence
d’expression des molécules du CMH, des molécules d’adhésion et de co-stimulation, ainsi
qu’'une absence de production d’IL-12 normalement observée en présence de LPS
(lipopolysaccharide). Il reste cependant un grand nombre de questions ouvertes sur le role
effectif des CD au cours du paludisme (Stevenson & Riley, 2004).

Les cellules Tyd sont, elles aussi, capables de reconnaitre des molécules produites par
P. falciparum. Elles sont notamment activées par des phospho-antigénes non peptidiques de P.
falciparum (Behr et al., 1996; Fournié & Bonneville, 1996). Ces cellules, capables de produire
de ’IFNy, sont également cytotoxiques face a des érythrocytes infectés par P.falciparum
(Farouk et al., 2004; Stevenson & Riley, 2004). Néanmoins, leur activation semble nécessiter,
en plus de la reconnaissance directe par le TCR des érythrocytes infectés, des cytokines
exogenes, suggérant que les réponses Tyd pourraient étre elles aussi dépendantes de I’activation
d’autres types cellulaires, tels que les monocytes et les cellules dendritiques (Stevenson &
Riley, 2004).

Les monocytes/macrophages humains sont également activés (production de protéines
pro-inflammatoires comme le TNFa) par des glycosylphosphatidylinositols (GPI) provenant de
P.falciparum. Les récepteurs impliqués dans cette reconnaissance sont le TLR2 et, dans une
moindre mesure, le TLR4 (Krishnegowda et al., 2005; Zhu et al., 2005). Par ailleurs, le
récepteur CD36 semble important dans la phagocytose d’érythrocytes infectés par P.falciparum

par les macrophages.
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3.2- Réponse cellulaire

L’immunité cellulaire est une des composantes de 1'immunité adaptative et
principalement spécialisée dans la lutte contre les pathogeénes intracellulaires tel que les
parasites ou des pathogénes qui ont été phagocytés. Elle fait intervenir des cellules comme les
macrophages, ou les cellules dendritiques impliquées dans la présentation des Ag via le
complexe majeur d’histocompatibilité¢ de classe I (CMH-I). Les lymphocytes T cytotoxiques
sont les principales cellules effectrices ; toutefois les lymphocytes T auxiliaires, peuvent
¢galement participer a cette immunité en agissant sur les Ag extracellulaires via le CMH de
classe II, en activant d’autres cellules et via la sécrétion de cytokines.

Dans le cas du paludisme, la poursuite de I’infection palustre est fortement dépendante de la
balance entre les cytokines sécrétées par ces différentes cellules lorsqu’elles sont activées
(Troye-Blomberg et al., 1999).

Aidoo et al. (2000), déja proposerent en 2000 que les cellules T CD8+ pourraient réguler
I’immunosuppression au cours du paludisme aigu et moduler négativement les réponses
inflammatoires (Aidoo et al., 2000). En effet, les premicres études dans les modeles animaux
stipulaient déja que I’immunité protectrice contre les infections induites par les sporozoites
nécessitent les lymphocytes T CD8+. Cela est d’autant plus vrai que d’autres études ultérieures
ont montré que les réponses des lymphocytes, générées dans les ganglions lymphatiques ou
¢tait déposés des sporozoites irradiés suffisaient pour apporter une protection stérile contre les
sporozoites vivants (Chakravarty et al., 2007). Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent les
molécules antigéniques parasitaires associées aux molécules de classe I du CMH présentes a la
surface des cellules hépatiques infectées (Cockburn, 2013). De plus ils interviennent dans la
protection par la production de plusieurs cytokines dont I’ IFN-y et le TNF-a puis dans une
certaine mesure, par une réponse cytotoxique via la production de perforine/granzyme B
(Nussler et al., 1991). L’action cytotoxique directe des cellules T CD8+ sur les stades
érythrocytaires est encore mal connue et serait probablement limitée par I’absence de molécule
du CMH de classe I a la surface des globules rouges.

Parmi les sous populations majeures de lymphocytes T, les lymphocytes T CD4+ jouent
un role prépondérant dans le controle immunitaire de I’infection par les nombreuses interactions
avec les différents acteurs de I’immunité innée et adaptative via la production de cytokines.

La fonction principale des lymphocytes T CD4+ est de favoriser le développement des réponses
des cellules T CD8+ et B, ainsi que des cellules B mémoires. Des études dans les modeles

murins ont montré que les cellules T CD4+ se rétractent et forment une population de cellules
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T mémoires en dormance, capable de répondre rapidement a une réinfection, en particulier en
présence d'un Ag sous la forme d'une infection continue et sous-jacente (Stephens &
Langhorne, 2006). Ces lymphocytes sont capables d’orienter la réponse immunitaire vers une
réponse de type Thl ou vers une réponse de type Th2 en sécrétant les cytokines anti-
inflammatoires associées comme I’IFN-y, le TNF-a, I'IL-2 et les IL-4, IL-10 et TGF-p
respectivement (Kurup et al., 2019). Ils agissent aussi bien dans la réponse immunitaire des
stades pré-érythrocytaires que érythrocytaires et nécessitent une activation préalable par les
CPA afin d’exercer leurs fonctions effectrices. Les fonctions effectrices des cellules T CD4+
sont bien établies, aussi bien dans le paludisme expérimental de I’animal que dans celui de
I’Homme. Pour le paludisme de I’ Homme, 1’existence de lymphocytes T CD4+ fonctionnels
spécifiques de CSP exprimant le CD107a marqueur de la dégranulation cytotoxique a été
révélée et associées a la protection apres I’immunisation de volontaires sains par des piqtires de
moustiques infectés par P. falciparum (Bijker et al., 2014). Chez des souris déficientes en
lymphocytes T CD8+ immunisées par des sporozoites de P. yoelii et P. berghei irradiés, il a été
démontré que les lymphocytes T CD4+ conférent une protection contre les stades pré-
érythrocytaires des 2 souches parasitaires, méme en I'absence de lymphocytes T CD8+ (Oliveira
et al., 2008b). Les cellules T CD4+ sont ¢galement capable de jouer un role dans ’acquisition
et le maintien de I’immunité protectrice contre les stades sanguins. En effet lors d’une infection
érythrocytaire avec P. chabaudi et P. berghei les cellules dendritiques activent les lymphocytes
T qui secretent de I’ IL-12 qui stimule les lymphocytes T CD4+ naifs afin qu'ils se différencient
en lymphocytes Thl sécréteurs d'IFN-y (Sponaas et al., 2006; Voisine et al., 2010). De plus des
expériences de transfert a des souris naives de cellules T CD4+ effectrices mémoires dirigées
contre MSP-1 de P. chabaudi (issues de souris immunisées), a permis de montrer que les
cellules T CD4+ effectrices et les T CD4+ mémoires produisent de ’'IFN-y et conférent une
protection partielle a P. chabaudi (Stephens & Langhorne, 2010). D’autres études soulignent
aussi I’implication des lymphocytes T CD4+ dans le contrdle de la parasitémie, de par leur
capacité a induire une immunité a médiation humorale. En effet les stades érythrocytaires de
Plasmodium permettent aussi d’activer les lymphocytes T CD4+ a I’origine de la production
d’Ac (Stephens et al., 2012).

Les cytokines pro-inflammatoires telles que I’IFN-y produit par les cellules dendritiques
, et majoritairement les cellules NK et les celllules Tyd aux stades sanguins, peuvent étre
protectrices de par leur capacit¢ a induire la destruction des parasites par les
monocytes/macrophages, neutrophiles (Teirlinck et al., 2011; Ing & Stevenson, 2009; Moretto
et al., 2007; Artavanis-Tsakonas & Riley, 2002; Perlmann & Troye-Blomberg, 2000).
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L’IL-12 produite par les cellules phagocytes mononucléées et par d’autres cellules, contribue a
la protection contre I’infection pré-érythrocytaire et sanguine en initiant une réponse Th1 anti-
Plasmodium chez la souris et le singe. Par contre les cytokines anti-inflammatoires, telle que
I’IL-10, neutralisent la production, et les effets cytopathiques possibles des cytokines pro-
inflammatoires (Hoffman et al., 1997; Deloron et al., 1994). Des études sur le paludisme a P.
falciparum chez ’Homme soulignent I’importance de la balance entre les cytokines pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires. Ainsi, les rapports élevés d’IL-6/IL-10 dans le plasma,
a cause de la relative déficience en IL-10, sont annonciateurs chez les sujets ou cela survient
d’une issue fatale au cours du paludisme sévere (Ho et al., 1995). De plus, les enfants anémiés
de certaines régions holoendémiques ont des ratios de IL-10/TNF plus faibles que ceux d’autres
enfants ayant un paludisme non compliqué. Ainsi, I’IL-10 induite par I’infection palustre a été
considérée comme un marqueur de la résistance a ’infection par P. falciparum, soutenant de
fait I’hypothéese du role de la balance des cytokines anti-inflammatoires (Kurtis et al., 1999). 1l
demeure que la cytokine qui a un role central a la fois dans la protection et la pathogenese du
paludisme est le TNF-a. Cette cytokine ne détruit pas les parasites directement mais exerce sa
protection en activant les effets anti-parasitaires de plusieurs cellules effectrices leucocytaires
différentes (Hoffman et al., 1997). Elle pourrait exercer une protection en stimulant la sécrétion
du NO (Nitric Oxyde) qui lyse les parasites (Kwiatkowski & Perlmann, 1999). Le NO est un
inhibiteur de différents stades du cycle de développement des parasites du paludisme, y compris
les stades sanguins asexués responsables de 1’état clinique de la maladie (Issifou et al., 2003).
Toutefois, le NO a aussi été décrit comme ayant quelques effets immunosuppresseurs au cours
du paludisme expérimental, résultant en une augmentation de ces infections (Anstey et al.,
1996). Plusieurs résultats indiquent aussi I’implication de NO dans la pathogenése du paludisme
cérébral chez I’homme (Taylor-Robinson & Smith, 1999). En outre, la surproduction chronique
de NO en association avec ’infection subclinique des enfants exposés au paludisme pourrait
contribuer au développement de I’anémie chez ces derniers (Perkins et al., 1999). Néanmoins,
les cellules mononucléaires du sang périphérique des enfants ayant eu une exposition préalable
au paludisme simple, expriment de plus forts taux de NO synthétase inductible que celles des
enfants ayant eu une expérience préalable de paludisme grave (Fried & Dufty, 1996; Gysin et
al., 1999). Les résultats de ces deux études soutiennent aussi I’hypothése du role protecteur de

NO au cours du paludisme.
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3.3- Réponse humorale et immunité de prémunition

L’immunité a médiation humorale constitue 1’autre composante de la réponse
immunitaire adaptative. Elle est principalement médiée par les Ac et contrairement a la réponse
a médiation cellulaire, elle est beaucoup plus stable dans le temps bien que des variations avec
I’intensité de la transmission aient été rapportées (Kinyanjui et al., 2003, 2007; Drakeley et al.,
2005; Badu et al.,, 2012). L’infection palustre induit a la fois une production Ac
(Immunoglobuline) spécifique et des Ac polyclonaux. Les Ac sériques qui sont fabriqués par
les plasmocytes en réponse a cette infection peuvent intervenir a plusieurs stades du cycle
parasitaire. Cependant ils interviennent dans la protection en agissant principalement contre les
parasites des stades sanguins asexués qui causent les symptomes cliniques du paludisme. Ils
ciblent : les Ag impliqués dans I’invasion des érythrocytes par les mérozoites (Richards &
Beeson, 2009; Mueller et al., 2013), les Ag variables (principalement P/EMP1) impliqués dans
le processus de cytoadhérence (Chan et al., 2014, 2019). Les Ac pourraient également détruire
les mérozoites libres (avant qu’il envahissement des érythrocytes) ou les globules rouges
infectés avant la cytoadhésion (O’Donnell et al., 2001; Dutta et al., 2009; Duncan et al., 2012)
par des mécanisme d’ADCC, inhibition de leur développement (ADCI) (Boyle et al., 2017) et
d’opsono-phagocytose (Hill et al., 2013; Chan et al., 2014; Osier et al., 2014) par les
macrophages, les neutrophiles et éosinophiles (Figure 14). Cette gamme de fonctions
effectrices serait médiée par le fragment Fc (fragment cristallisable ) de I’Ac (Jafarshad et al.,

2007).
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Figure 14: Mécanismes effecteurs de la réponse immunitaire adaptative a médiation humorale
dirigée contre les stades érythrocytaires.

Les anticorps dirigés contre les mérozoites peuvent prévenir l'invasion des érythrocytes; fixer le
complément a l'origine de la lyse les mérozoites; opsoniser les mérozoites afin qu'ils soient adsorbés par
les cellules phagocytaires; et stimuler les monocytes et les macrophages pour libérer des molécules qui
tuent les parasites érythrocytaires. Les anticorps dirigés contre les globules rouges parasités peuvent
bloquer la cytoadhérence de ces globules rouges, perturber les rosettes que les globules rouges parasités
forment avec des globules rouges non infectées, et opsoniser ces globules rouges parasités pour
permettre leur adsorption par les cellules phagocytaires. Les anticorps reconnaissant la surface des
mérozoites activent les cellules effectrices, ce qui a pour effet de diminuer la parasitémie (ADCI).
Adapté de (Teo et al., 2016)

Le transfert passif d” Ig de donneurs immuns suggérait déja il y a bien longtemps, que
les Ac pouvaient conférer une protection contre le paludisme (Cohen et al., 1961b;
Sabchareon et al., 1991). Cette protection est relativement courte, non stérilisante et nécessite
une exposition répétée au parasite pour €tre efficace.

Ces Ig, majoritairement de la classe des IgG seraient les plus performantes dans la réduction de
la parasitémie et les manifestations cliniques de la maladie. Le traitement de patients infectés
par P. falciparum a 1’aide d’extrait d’IgG provenant d’adultes immuns conduisait a une
réduction des symptomes cliniques montrant ainsi que ces IgG pourraient étre impliquées dans
des phénomeéne d’ADCI (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992b; Bouharoun-Tayoun et al.,
1990). Parmi les 4 sous-classes d’IgG, les IgG1 et IgG3 peuvent favoriser la liaison des
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composants du complément (Boyle et al., 2017) et se lier avec une grande affinité aux récepteurs
Fc se trouvant sur les cellules phagocytaires d’ou leurs nom d’Ac « cytophiles »(Vidarsson et
al., 2014).

Chez les individus naturellement protégés, et asymptomatiques résidant en zone d’endémie
palustre, les Ac cytophiles IgG1 et IgG3 sont prédominants (Dobafio et al., 2019; Stanisic et
al., 2009; Oeuvray et al., 2000). IIs proteégent contre I’acces palustre (Nebie et al., 2008) et le
taux de guérison est proportionnel a celui des IgG3 (Roussilhon et al., 2007; Dechavanne et al.,
2017).

Des études immuno-épidémiologiques ont montré que I’'immunité protectrice dépend
d’une concentration €levée d’IgG et des Ac cytophiliques IgG1 et IgG3 dirigés contre certains
Ag candidats vaccins des stades sanguins , notamment PA/AMA-1 (Stanisic et al., 2015; Polley
et al., 2004; Stanisic et al., 2009; Akpogheneta et al., 2008), PMSP-1, PAMSP-3 (Murungi et
al., 2013; Wang et al., 2016; Roussilhon et al., 2007) et PFGLURP (Courtin et al., 2009). Des
observations récentes au Ghana ont révélé que les taux élevés d’IgG anti-PfMSP-3 et anti-
PfGLURP augmentent avec I’age et serait associés a une réduction de la densité parasitaire,
suggérant une probable protection contre la maladie (Amoah et al., 2017). Ces observations
viennent corroborer d’autres études antérieures dans les mémes zones endémiques (Sirima et
al., 2011; Dodoo et al., 2008).

11 faut noter aussi que chez I’Homme comme chez 1’animal, le paludisme fait aussi intervenir
d’autres classes d’Ac, notamment les IgM qui peuvent jouer un réle dans la protection, par leur
médiation dans I’activation du complément (Boyle et al., 2019; Krishnamurty et al., 2016;
Arama et al., 2015) ; et les IgE qui ont un role ambivalent, étant associées aussi bien a la
pathogénése des formes graves qu’a la protection contre le paludisme (Kumsiri et al., 2016;
Calissano et al., 2003). Les récentes ¢tudes chez la souris ont démontré que cette implication
dans les formes sévéres du paludisme serait liée a la capacité des complexes immuns formés
par les IgE a induire la production de TNF-a par les monocytes et éventuellement d’autres
cellules effectrices (les neutrophiles) apres la fixation aux récepteurs cellulaires Fce (Porcherie
etal.,2011; Yan et al., 2016). Ces observations restent encore a étre démontrées chez I’Homme.
Toutefois des études appuient I’idée que les IgE spécifiques protegent contre le paludisme
(Calissano et al., 2003; Farouk et al., 2005; Duarte et al., 2007). Une étude réalisée dans le
groupe ethnique Fulani (moins vulnérables aux infections palustres) a révélé que les Peuls qui
¢taient moins parasités, avaient des IgG et IgE spécifiques plus €levées que les Dogons plus
sensibles (Farouk et al., 2005). Cette ambivalence des IgE dans le paludisme, s’explique par la

diversité génétique des populations humaines, mais aussi par les différentes souches.
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Des ¢études récentes ont montré que les Ag variants de surface (variants surface antigen,

VSA) tels que PFEMP1, STEVORs, et RIFINs. induisent aussi des réponses protectrices
(Gonzales et al., 2020). Ces Ag de grande importance pour le développement de I’immunité
anti- palustre humorale des stades sanguins asexués sont exprimés a la surface des
érythrocytes infectés et codés par la famille multigénique de P. falciparum, appelée var
(Baruch et al., 1995; Su et al., 1995). Ces Ag possédent une variabilité qui permet aux parasites
d’échapper a la réponse immune.
La variabilité antigénique est par conséquent, un facteur majeur de la virulence du parasite
(Newbold, 1999). En effet la variété du répertoire antigénique et le taux d’Ac sont importants
en terme de réponses protectrices , les individus qui possédent un plus grand répertoire sont
mieux protégés des formes séveres (Rono et al., 2013; Dent et al., 2015). Les réponses
protectrices les plus fortes sont généralement observées pour les Ac ciblant cette catégorie d’Ag
(Liu et al., 2018). En effet il a ét¢ démontré que les IgG contre PAEMP1 sont acquises au cours
des premieres années de la vie (Turner et al., 2015; Chan et al., 2017), et que leur ampleur
augmente avec l'age et 1'exposition (Chan et al., 2012; Kanoi et al., 2018). Dans une cohorte
d'enfants de Papouasie-Nouvelle-Guinée, les niveaux d'Ac IgG anti-PfEMP1 étaient corrélés
positivement avec la protection a la fois chez les jeunes enfants (1-4 ans) et les enfants plus
agés (5-14 ans) (Chan et al., 2017). De plus, au cours de cette étude, les Ac contre les Ag des
mérozoites n'étaient associés a la protection que chez les enfants plus 4gés de cette cohorte. Ces
résultats suggerent que les Ac contre PFEMP1 peuvent constituer une premiere ligne de défense
contre le paludisme grave au début de la vie, tandis que les Ac contre d'autres Ag parasitaires
peuvent contribuer a la protection contre le paludisme non compliqué chez les enfants plus agés.
Cela peut sembler contre-intuitif étant donné que les polymorphismes dans les Ag des
mérozoites fournissent une variation de séquence relativement modeste en comparaison de la
diversité¢ extrémement élevée parmi les variantes de PAEMPI1, tant au niveau des séquences
d'acides aminés que de la composition des domaines (Gonzales et al., 2020). Cependant seule
une petite fraction des domaines de P/EMP1 est impliquée dans la pathogénese du parasite
(Lavstsen et al., 2012; Kessler et al., 2017).

En regle générale, les Ac contre ces différents Ag semblent s’accumuler a des vitesses
variables, et donc pour assurer une protection efficace, il faut qu’ils puissent atteindre un certain
seuil et perdurer dans le temps. Il existe des preuves qui soutiennent I’hypothése selon laquelle
il y a un seuil d’immunité nécessaire pour assurer la protection contre le paludisme (Stanisic et
al., 2015; Murungi et al., 2013). Dans ces deux études réalisées au Kenya et en Papouasie-

Nouvelle Guinée, comparant des enfants avec différents niveaux d’exposition, les Ac étaient
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clairement plus €levés chez les enfants plus agés ou provenant de zone a forte transmission,
comparé aux jeunes enfants. De plus ce taux d’Ac était associé¢ a une immunité clinique
significative (Stanisic et al., 2015; Murungi et al., 2013). Les estimations de la demi-vie de la
réponse en Ac chez les enfants africains apres le pic de la réponse (la premicre phase de
décroissance) ont estimé de courtes demi-vies de la réponse en Ac pour les antigénes des
mérozoites et des gamétocytes de P. falciparum allant de moins de 2 semaines (Kinyanjui et
al., 2007) a 12 semaines (Bousema et al., 2010). Des gammes similaires de réponse Ac anti-
mérozoites de P. falciparum (2-8 semaines) ont été trouvées chez des enfants gambiens
asymptomatiques pendant la saison séche (Akpogheneta et al., 2008). Toutefois une
modélisation mathématique montre que la décroissance biphasique observée serait peut étre le
résultat de cellules sécrétrices d'Ac a courte durée de vie (demi-vie de 2 a 10 jours) qui
augmentent les niveaux d'Ac post-infection et de la présence de cellules sécrétrices d'Ac a
longue durée de vie qui maintiennent les réponses dans le temps (White et al., 2014).

Les preuves de l'existence de réponses Ac (persistante) au paludisme proviennent de
'observation d’une augmentation rapide des réponses Ac spécifiques de P. falciparum lors
d'une réexposition apres la saison séche ou des périodes prolongées de faible transmission
(Vande Waa et al., 1984; Migot et al., 1993). Les études sur l'infection palustre humaine
contrélée (CHMI) ont montré que des individus non parasités exposés précédemment (>5 ans
auparavant) présentaient une augmentation plus forte des titres d'anticorps que les volontaires
naifs (Obiero et al., 2015), suggérant que les individus peuvent générer et conserver des cellules
B mémoires (CBM). Des ¢études épidémiologiques ont montré que les CBM comme les
anticorps antipaludiques, sont acquis lentement apres des infections répétées dans les zones
d'endémie palustre, ce qui suggere qu'ils jouent un role important dans la réponse immunitaire
acquise (Muellenbeck et al., 2013; Weiss et al., 2012, 2011; Ndungu et al., 2012; Nogaro et al.,
2011; Wipasa et al., 2010). Cependant, les études épidémiologiques susmentionnées ont montré
que les Ac spécifiques de I'Ag et les CBM ne sont pas toujours corrélés. Notamment, des études
sur la réponse immunitaire a la protéine VAR2CSA ont montré que les femmes enceintes
multigravides peuvent ne pas avoir d'Ac spécifiques du VAR2CSA au début de la grossesse,
alors qu'elles ont des CBM détectables plusieurs années auparavant (Ampomah et al., 2014).
De méme, il a été¢ démontré que les Ac dirigés contre les Ag pré-érythrocytaires et mérozoites
diminuent a la fin de la période de transmission, alors que les CBM se maintiennent pendant
des décennies (Ndungu et al., 2012; Wipasa et al., 2010). En outre, des études sur l'antigéne
AMALI chez des voyageurs suédois ont également montré la présence de CBM jusqu'a 16 ans

apres l'infection en l'absence d'anticorps (Ndungu et al., 2013). L’ensemble de ces études
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fournissent des preuves que les réponses Ac générées par les CBM sont potentiellement
acquises a vie et les CBM sont détectables des décennies plus tard chez des individus
auparavant naifs suggére que les réponses MBC sont générées et maintenues malgré toute

réexposition ou stimulation antigénique persistante.

3.4 Facteurs de variation de ’immunité anti Plasmodium

3.4.1 Facteurs intrinséques

3.4.1.1 Facteurs liés a I’hote

¢ Facteurs liés a I’age et a ’intensité de transmission

Les populations humaines, vivant en zone hautement endémique ou le paludisme
prévaut toute l'année, développent une immunité protectrice (prémunition) suite a une
exposition réguliere et répétée aux parasites (Ndungu et al., 2015; Bejon et al., 2014, 2009;
Mosha et al., 2013; Marsh & Kinyanjui, 2006). Elle est labile (elle disparait entre 1 a 2 ans si
le sujet quitte la zone d'endémie) et son développement est progressif (Griffin et al., 2015), avec
I’apparition successive d’une immunité clinique (ou « anti-maladie ») offrant une protection
contre les formes simples et compliquées de la maladie, suivie d’'une immunité anti-parasitaire
permettant de réduire la parasitémie en contrélant la multiplication parasitaire.

L’acquisition de cette immunité est multi factorielle d’autant plus que le devenir de I’infection
palustre est li¢ a 1’age et au sexe, aux maladies chronique concomitantes, a 1’origine ethnique,
aux co-infections et aux divers polymorphismes génétiques. Elle est mise en évidence par la
diminution de I’incidence du paludisme grave et non compliqué avec 1’augmentation de 1’age,
et une réduction de la densité moyenne des parasites. Ainsi les enfants de moins de 5 ans dont
le niveau d'immunité protectrice est plus faible sont les plus susceptibles de développer une
parasitémie €levée avec des risques de complications et de déces (Marsh & Kinyanjui, 2006),
alors que les enfants plus agés et les adultes, bénéficient d’une protection. Cependant les
nourrissons (< 6 mois) peuvent bénéficier d'une certaine protection, probablement diie aux Ac
transmis par leur mere, mais aussi a la présence d’hémoglobine feetale au sein des érythrocytes
(Amaratunga et al., 2011) qui est responsable d’une représentation altérée de P/EMP1 a la
surface des globules rouges infectés et donc d’une cytoadhérence altérée. D’autres études ont
invoqué, les constituants du lait maternel riche en Ac et pauvre en acide para-aminobenzoique

essentiel a la croissance du parasite (Kicska et al., 2003; Kassim et al., 2000).
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Toutefois, la plupart de ces études ont été réalisées dans des zones d’endémie palustre, mais
I’impact de 1’age sur I’acquisition de I’immunité peut tout aussi bien varier avec I’age de la
premiere exposition qu’avec le degré de la transmission. Les premicres études sur des migrants
avaient démontré que les réponses Ac sont acquises plus rapidement chez les adultes que chez
les enfants (Baird et al., 1993, 1991), et des analyses ont suggéré que I'dge est un facteur
important influencant la susceptibilité au paludisme grave (Griffin et al., 2015; Carneiro et al.,
2010). A I'inverse des études menées dans des zones d'endémie du paludisme d'Afrique ont
suggéré que les nourrissons acquierent 1'immunité plus rapidement que les enfants plus agés
(Aponte et al., 2007). Plus récemment, il a ét¢ montré que la prévalence et les niveaux d'Ac
cytophiles (IgG1 et 1gG3) a des Ag de P. falciparum augmentaient avec l'dge en zone de
transmission instable, mais a des niveaux moins ¢élevés que chez des jeunes enfants en zone de
transmission stable (Noland et al., 2015).

Ces différentes études viennent donc confirmer que 1’age et trés certainement ’intensité de la
transmission sont liés dans 1’acquisition de I’immunité anti-Plasmodium (Kobayashi et al.,
2019; McCallum et al., 2017; King et al., 2015).

Mais d’autres facteurs liés a I’appartenance ethnique et a I’état physiologique de 1’hote peuvent

¢galement intervenir.

¢ Facteurs liés au groupe ethnique et a la susceptibilité génétique

Des différences dans I’immunité contre le paludisme ont été observées dans des groupes
ethniques sympatriques vivant en Afrique de I’Ouest. En effet ’examen des caractéristiques
spécifiques de la réponse immunitaire au paludisme chez les Peuls a établi une immunité
différente par rapport aux Dogons du Mali ou aux Mossi du Burkina Faso malgré une exposition
similaire au parasite (Troye-Blomberg et al., 2020). Les Peuls réagissent mieux aux Ag de P.
falciparum, avec des taux d’Ac (IgG, IgM et IgE) spécifiques plus élevés que leurs homologues
vivant en sympatrie (Cherif et al., 2017, 2016, 2015; Arama et al., 2015; Bostrom et al., 2012;
Vafa et al., 2009; Bolad et al., 2005). Cette réactivité active aux Ag de P. falciparum implique
un nombre ¢élevé de certaines cytokines pro-inflamatoires (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF et
IFN-y) et de cellules dendritiques activées (Arama et al., 2011) et des Ac cytophiles (IgG1 et
IgG3) (Bostrom et al., 2012). En outre les Peuls ont systématiquement montré des niveaux
significativement plus ¢élevés des Ac cytophiles (IgG1 et IgG3) que ceux des autres ethnies

(Bolad et al., 2005; Bostrom et al., 2012; Dolo et al., 2012).
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L’ensemble de ces données conduit a proposer 1’hypothése que I’existence de ces différences
dans les réponses immunes humorales et cellulaires serait probablement liée a des facteurs
génétiques qui contribueraient aux différences inter-ethniques de susceptibilité au paludisme.
Les différences génétiques inter-ethniques ont montré que les Peuls par rapport a leurs
homologues Dogons et Mossi ont un bagage génétique distinct (Lulli et al., 2009; Vafa et al.,
2007; Modiano et al., 2001). Les Peuls sont un groupe a prédominance musulmane et ont une
préférence pour les mariages intra-linéaires. Des études génétiques ont révélé que la prévalence
des geénes de résistance au paludisme déja connus est plus faible chez les Peuls que dans les
autres populations ethniques. Ce qui n’explique pas leur meilleure protection et qu’ils soient
moins susceptibles de faire des acces palustres (Modiano et al., 2001; Mangano et al., 2015).
Toutefois il faut dire que le paludisme est la maladie infectieuse qui a le plus fagonné le
génome humain, favorisant l'évolution convergente d'une grande diversité de variations
génétiques, touchant les globules rouges mais aussi le systéme immunitaire (Harp et al., 2020;
Kwiatkowski, 2005). Les distributions géographiques, du paludisme et des variants impliqués
dans les hémoglobinopathies telles que la drépanocytose, 1'ovalocytose, les thalassémies, et la
déficience en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) sont similaires, ce qui suggere que
ces troubles conférent un avantage sélectif aux individus vivant en zone d’endémie palustre
(Allison, 2009; Lopez et al., 2010).
En effet, des études ont montré que des individus vivant dans différentes zones endémiques du
paludisme peuvent avoir une protection ou &tre plus susceptibles de faire des acces palustres
(Mbanefo et al., 2017). Une étude réalisée en Thailande (Asie) a confirmé I'affirmation selon
laquelle les patients présentant un déficit en G6PD n'avaient aucune protection contre l'infection
par P. falciparum. De plus, les patients atteints de paludisme présentant un déficit en G6PD
avaient un nombre de monocytes plus ¢levé que ceux qui ne présentaient pas de déficit en
G6PD. Alors que la carence en GO6PD qui est tout aussi endémique en Afrique, a aussi révéleé
une protection contre le paludisme (Uyoga et al., 2015). Cela pourrait s’expliquer par le fait que
les patients africains déficients en G6PD ont une activité enzymatique relativement plus élevée
qui leur confeére des conséquences plus légeres par rapport aux personnes d’origine asiatique.
De nombreuses autres études et revues se sont intéressées aux mécanismes génétiques
contrblant la sévérité des manifestations cliniques du paludisme et notamment leurs
conséquences sur I’immunité contre le paludisme (Harp et al., 2020; Kariuki & Williams, 2020;
Luzzatto, 2015; Hedrick, 2012; Verra et al., 2007). Harp et al. (2020) a indiqué que 'expression
différentielle des cytokines CXCL10, TNF-a, CCL2, IL-8 et IL-6 était étroitement liée aux

différents génotypes d'hémoglobine et a la gravité de l'infection & Plasmodium et que ces
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niveaux de cytokines peuvent étre prédictifs de la sensibilité au paludisme grave ou a la sévérité.
Tout compte fait, la protection contre le paludisme et les variations immunologiques observées
dans les différentes zones endémiques du paludisme se manifesteraient par: les traits
génétiques (ovalocytose, elliptocytose..) qui alterent la structure de la membrane du globule
rouge ayant un impact sur I’invasion de 1’érythrocytes par P falciparum et ceux des anomalie
affectant la physiopathologie du globule rouge pouvant altérer la croissance du parasite par la
destruction prématurée des globules rouges infectés exprimant le trait ou par une infection
abortive (drépanocytose, thalassémie, HbS, HbE, HbF, G6PD) (Herbert Opi et al., 2014;
Williams et al., 2005; Ayi et al., 2004)

¢ Les co-infections

Les co-infections peuvent elles aussi affecter le développement des symptomes en
altérant le fonctionnement du systéme immunitaire. Il a ét¢ démontré que l'infection a VIH-1
augmente le taux d’acces fébriles palustres suite a la diminution du nombre de lymphocytes T-
CD4 (Gonzalez et al., 2012). L'association entre les helminthes transmissibles par le sol et
l'apparition de symptomes cliniques chez les enfants infectés par Plasmodium est moins
¢vidente : l'infection par l'ankylostomiase semble augmenter les symptomes du paludisme,
tandis que l'infection par Ascaris lumbricoides semble diminuer les symptomes (Nacher, 2012).
La co-infection par Plasmodium et Schistosoma est fréquente, mais les effets sur I'immunité
sont complexes. Certaines études suggerent que cette co-infection favorise le développement
de I'immunité antipaludique (Diallo et al., 2010; Lyke et al., 2012), tandis que d'autres ont
trouvé des niveaux plus faibles d'Ac antipaludiques protecteurs chez les porteurs de

Schistosoma haematobium (Courtin et al., 2011).

3.4.1.2. Facteurs parasitaires

La virulence de P. falciparum pour son hote, se caractérise par sa capacité a se
multiplier, a adhérer aux tissus périphériques, a produire des substances toxiques ou a induire
des réponses immunitaires déléteres. L’infection a Plasmodium, est capable de déprimer le
systtme immunitaire (Hviid et al., 1992). Cela s’explique par le fait que la libération de
I’hémozoine lors de la rupture des schizontes provoque une action immunosuppressive sur les
cellules phagocytaires, en particulier les macrophages (Scorza et al., 1999). Ce phénomene
d’immunosuppression est amplifié par des densités parasitaires maximales que peuvent

atteindre différentes souches et isolats de Plasmodium (Gatton & Cheng, 2004) ainsi que le

66



seuil pyrogénique au-dela duquel une réponse clinique se déclenche chez I’hdte (Gatton &
Cheng, 2002). Des expériences ont montré des différences de réaction aux isolats de P.
falciparum. Les isolats de P. falciparum provenant de personnes atteintes de paludisme sévére
génerent des taux de multiplication trois fois plus élevés que ceux provenant de patients atteints
de paludisme non compliqué (Chotivanich et al., 2000). Ainsi les manifestations cliniques et
les réponses immunitaires associées peuvent étre différentes selon la souche parasitaire.
En effet au sein d'une seule espece de Plasmodium, les polymorphismes alléliques entrainent la
coexistence de différents génotypes. Les polymorphismes alléliques ou les polymorphismes
génétiques dans certain loci protéiques donnent lieu a des formes antigéniques distinctes de la
protéine chez différentes souches de parasites. Ce type de diversité (diversité
antigénique/polymorphisme antigénique/hétérogénéité des souches) sous-tend le concept
d’immunité spécifique a la souche (Day & Marsh, 1991). Selon cette hypothése, I'immunité a
P. falciparum est essentiellement spécifique a la souche (Doolan et al., 2009) et un individu
devient immunisé apres avoir été€ exposé a un grand nombre de souches circulant dans la zone
ou il vit. Des preuves d'une immunité spécifique a la souche se sont accumulées a partir d'études
sur des modéles animaux, en particulier d'infections expérimentales chez le singe (Makobongo
et al., 2006; Jones et al., 2000), ainsi que des infections induites chez 'Homme. Dans le cas du
paludisme expérimental chez I'Homme, une infection primaire par une souche de parasite a
provoqué une réponse immunitaire capable de protéger contre cette souche, mais pas contre
l'infection par une souche différente (Jeffery, 1966). Cependant une récente étude n’a pas
appuy¢ cette thése et stipule que la protection est associée a I’opsonisation médiée par les Ac
aussi bien dans les souches sauvages qu’au sein d’une souche transgénique (Hill et al., 2016).
Un autre concept qui sous-tend les variations individuelles de I’immunité anti-
Plasmodium, est la variation antigénique.
Le concept de variation antigénique phénotypique est distinct de celui d'immunité spécifique a
la souche. De maniere générale, le terme variation antigénique fait référence aux changements
dans le phénotype antigénique par expression régulée de différents geénes d'une population
clonale de parasites au cours d’une infection naturelle (Doolan et al., 2009).
La démonstration classique de la variation antigénique a été réalisée pour la premicre fois chez
P. knowlesi par Brown et Brown en 1965 (Brown & Brown, 1965), lorsqu'il a ét¢ démontré
que les infections érythrocytaires chroniques de P. knowlesi consistaient en une succession de
variants antigéniques. cela a servi de base a des études sur la variation antigénique et 1'évasion

de la réponse immunitaire de I'hdte comme explication de l'apparition apparemment lente de
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I’immunité naturellement acquise. Dans ce scénario, le parasite Plasmodium échappe a
I'immunité de I'hote en variant le caractére antigénique des érythrocytes infectés.

Des études réalisées sur les protéines parasitaires a l'origine de 1’invasion des globules rouges,
a partir d’isolats prélevés sur des cas de paludisme asymptomatiques, simples et graves dans
diverses régions géographiques (Chan et al., 2019, 2014; Maketa et al., 2015; Boutlis et al.,
2003), ont permis de mettre en évidence des différences polymorphiques aux niveaux de ces
Ag de surface impliqués dans 1’invasion des érythrocytes, a savoir la famille des protéines de
surface des mérozoites (Beeson et al., 2016) notamment AMA-1, MSP-1 et EBA-175, et les
Antigen Variant de Surface (VSA) du parasite situés sur la membrane cellulaire des
érythrocytes infectés notamment P/EMP1(Leech et al., 1984), les repetitive interspersed repeats
(RIFIN) (Fernandez et al., 1999; Kyes et al., 1999), les subtelomeric variant open reading frame
(STEVOR) (Kaviratne et al., 2002) et les surface-associated interspersed gene family proteins
(SURFIN) (Winter et al., 2005). Pour ces derniers les réponses Ac protectrices peuvent étre
plus importantes comparé a celles dirigées contre les Ag des mérozoites.

Des études ont montré que 1’acquisition de I’immunité protectrice et le niveau des réponses Ac
nécessaire sont différents. Chez les jeunes enfants ou les enfants peu exposés au paludisme, les
niveaux d’Ac dirigés contre les Ag de la surface des mérozoites peuvent étre inférieurs au seuil
requis pour fournir une immunité protectrice suffisante (Stanisic et al., 2015; Murungi et al.,
2013), alors que ceux dirigés contre les Ag VSA, de la surface des érythrocytes infectés en
particulier PFEMP1 jouent un réle plus précoce dans I’immunité acquise contre le paludisme
(Chan et al., 2017). En effet dans cette étude réalisée dans deux cohortes d’enfants en
Papouasie-Nouvelle-Guinée, les Ac contre les Ag de surface de I’érythrocyte infecté étaient
systématiquement associés a une réduction du risque de paludisme chez les enfants plus jeunes
et plus agés. Par contre des associations protectrices d'Ac contre les Ag de surface du mérozoite
n'ont ét¢ observées que chez les enfants plus agés, suggérant ainsi qu'une plus grande exposition
est nécessaire pour les Ac protecteurs contre les Ag du mérozoite (Chan et al., 2017).

Cette différence peut étre aussi observée entre Ag VSA. Chez des enfants du Kenya, les IgG
contre P/EMP1 étaient associées a la protection contre le paludisme, alors que les Ac contre
d'autres VSA ne 1'étaient pas (Chan et al., 2012), ce qui suggere que les protéines P/EMP1 sont
la cible principale des réponses immunitaires protectrices contre les protéines du parasite
exprimées a la surface des érythrocytes.

De tous les Ag de surface des érythrocytes infectés, le PAEMP1 est le plus prépondérant et le
mieux étudié de par son implication dans 1’acquisition de I’'immunité anti-Plasmodium

(Gonzales et al., 2020). II peut se lier a différents récepteurs des hotes permettant ainsi la
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séquestration des érythrocytes infectés dans les différents organes vitaux, ce qui contribue a la
pathogénése. PFEMP1 est cod¢ par la famille des multigénes var, qui subit une variation
antigénique clonale due a une pression immunitaire sélective (Chan et al., 2012). Le
changement de genes var facilite 1'évasion aux réponses immunitaires acquises et entraine
divers phénotypes adhésifs des érythrocytes infectés (Claessens et al., 2014; Smith et al., 1995;
Roberts et al., 1992). Les Ac dirigés contre les variants de P/EMP1 seraient responsables de la
commutation entre les génes var dans un processus hiérarchique (Abdi et al., 2017), les
parasites exprimant des P/EMP1 conservés et virulents sont surclassés par des variants moins
virulents et diversifiés qui persistent dans les infections chez les individus semi-immuns. La
famille des génes var peut étre divisée en trois groupes principaux (A, B et C) et un groupe
chimeére B/A en fonction de leur localisation génomique et le sens de leur transcription
(Lavstsen et al., 2003). L expression du groupe A est associée aux formes séveres de la maladie,
alors que ceux du groupe C semble étre observés chez des enfants plus dgés et asymptomatiques
(Kaestli et al., 2006; Rottmann et al., 2006; Falk et al., 2009). Cette expression différentielle
suggere qu’une fois que le répertoire initial des gene var est épuis€ par une réponse immunitaire
forte, le groupe C ou un tout autre groupe qui n’intervient pas dans la cytoadhérence des organes

vitaux, pourrait prévaloir dans les infections asymptomatiques.

3.4.2 Facteurs extrinséques

De nombreux facteurs environnementaux tels que des facteurs chimiques, biologiques et
physiques peuvent influencer l'activité immunitaire (MacGillivray & Kollmann, 2014) et les
réponses vaccinales (Zimmermann & Curtis, 2019). Les expositions environnementales
peuvent entrainer une modification épigénétique qui intervient dans l'activation de lymphocytes
T (Bruniquel & Schwartz, 2003) et de la réponse mémoire (Northrop et al., 2006). L’exposition
a des agents ayant des activités immunotoxiques ou modulatrices altéreront ainsi les fonctions
immunitaires. Fait intéressant, certaines études ont montré que les réponses Ac a certains
vaccins spécifiques (vaccins contre le pneumocoque, la rage et la typhoide) sont influencées
par le mois d'administration du vaccin alors que dans d’autres cas, aucune association entre le
mois d'administration du vaccin et les réponses anticorps a la vaccination contre la diphtérie,
Hépatite B et le tétanos ont été observées (Moore et al., 2006a).

Ces études suggerent quun facteur environnemental variable selon la saison peut avoir un effet
co-stimulant sur les réponses immunitaires. Les changements de température, 1'exposition

diurne au soleil et les niveaux de vitamine D circulante, la disponibilité de la nourriture et
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l'exposition a des agents infectieux peuvent faire partie des différents facteurs
environnementaux saisonniers qui peuvent agir sur le systéme immunitaire. Il a été suggéré que
ces variations dans les réponses vaccinales peuvent s'expliquer par des différences d'exposition
aux UV (Termorshuizen et al., 2002). Néanmoins, exposer des volontaires sains aux UVB sur
cing jours consécutifs avant la vaccination Hépatite B n'entraine pas de différence entre les
titres Ac ou réponses vaccinales cellulaires (dans un test de stimulation lymphocytaire) entre
individus exposés aux UVB- et individus non-exposés aux UVB (Sleijffers et al., 2001).
L'évaluation de la saisonnalité, de la vitamine D et des maladies infectieuses a été explorée en
ce qui concerne la tuberculose en Afrique du Sud, révélant une variation saisonniére réciproque
de la concentration sérique de 25-hydroxyvitamine-D et de I’incidence de la tuberculose
(Martineau et al., 2011).

Un autre des facteurs extrinseéques, est celui de I’exposition aux piqares d’arthropode
vecteurs (notamment les moustiques). Les piqures des moustiques ont des propriétés
immunogéniques et pourraient donc intervenir dans la modulation de 1’acquisition et maintien
de la réponse immune anti-Plasmodium chez les personnes vivant en zone d’endémie. A ce jour
trés peu d’études ont été menées aussi bien en population que chez des modeles expérimentaux

pour étudier cette hypothese.
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4- Piqiires de moustiques et réponses immunes de ’homme : implications de la salive

dans la transmission du paludisme

Les moustiques femelles, a I’instar d’autres arthropodes vecteurs ont adopté au cours de
I’évolution, I’hématophagie comme régime alimentaire (Ribeiro, 1995; Adams, 1999). Pour ces
arthropodes cela implique, non seulement d’étre fréquemment au contact des hotes vertébrés
mais aussi et surtout une adaptation morphologique, physiologique et biochimique permettant
le bon déroulement du repas sanguin. En effet I’alimentation sanguine des arthropodes se divise
en deux modéles. Les solénophages (moustiques, triatomides et punaises), qui utilisent leurs
picces buccales en forme de stylet pour se nourrir grace a I’hémorragie provoquée au niveau
d’un capillaire ou veinule, et les telmophages (les phlébotomes, les glossines et les tiques) qui
recueillent le liquide nutritif dans une « mare de sang » par la lacération des capillaires sanguins
(Lavoipierre, 1965; Bergman, 1996).

Toutefois quel que soit le modele d’alimentation utilisé, les arthropodes doivent trouver des
solutions pour contrer les réponses hémostatiques, inflammatoires et immunitaires des hotes
vertébrés. Pour cela, ils secretent de la salive contenant des protéines pharmacologiquement
actives (Ribeiro, 1995; Champagne, 2004). Ces protéines qui sont sécrétées avec la salive dans
la peau de I’hote lors de la piqire, vont créer un ensemble de modifications physiologiques et
systémiques (Arca & Ribeiro, 2018), ce qui va favoriser le bon déroulement du repas sanguin
de I’arthropode. Certaines de ces protéines pourront par leurs propriétés immunogéniques
(Peng & Simons, 2004), moduler la réponse immune de I’hote, favoriser ou engendrer une
réponse immune spécifique, de type Ac ou cellulaire (Briant et al., 2014; Schneider et al., 2011;
Donovan et al., 2007) et aussi influencer la transmission de pathogéne (Pingen et al., 2017;

Styer et al., 2011; Choumet et al., 2007).

4.1- Propriétés pharmacologiques et roles des protéines salivaires

Des études transcriptomiques, génomiques et protéomiques ont révélé une grande
diversit¢ de protéines salivaires selon les arthropodes, et qui différent selon le mode
d’alimentation. Chez les moustiques, de nombreuses études du méme type (Arca & Ribeiro,
2018; Arca et al., 2017, 2007, 2005; Choumet et al., 2007; Calvo et al., 2007; Ribeiro et al.,
2018, 2016, 2007) révelent que la salive contient environ 100-150 protéines. Par exemple, chez
les moustiques femelles (4nopheles et Aedes), dont le repas de sang ne dure que quelques

minutes (2 minutes environ) (Chadee & Beier, 1997), le transcriptome prédit 55-100 protéines
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secrétées (Ribeiro et al., 2007). Néanmoins certaines protéines sont ubiquitaires et communes
a plusieurs especes et/ou familles d’arthropodes (Fontaine et al., 2011a; Calvo et al., 2010;
Calvo. et al., 2007; Calvo et al., 2006; Ribeiro et al., 2004). Ces protéines salivaires ont pour
role principal de faciliter le bon déroulement du repas sanguin sur 1’hote, en inhibant les

réponses physiologiques initiées par la piqiire des arthropodes.

4.1.1 Role pharmacologique de la salive des arthropodes

La piqare des insectes hématophages induit chez 1’hote vertébré des réponses
physiologiques de type hémostatique, inflammatoire et immunitaire.

La réponse hémostatique regroupe |’ensemble des processus ou mécanismes
biologiques concourant a la cessation de I’hémorragie et au maintien de la fluidité du sang dans
les vaisseaux. Elle fait suite aux lésions des tissus vasculaires et est la premiere ligne de défense
de I’hdte mise en place pendant la piqlire par un vecteur hématophage. Elle est caractérisée
par un ensemble de plusieurs processus redondants tels que, 1’agrégation plaquettaire, la
vasoconstriction des vaisseaux sanguins et la coagulation (Francischetti, 2010; Fontaine et al.,

2011a; Chmelar et al., 2012)

4.1.1.1 Inhibition de ’agrégation plaquettaire

Suite a la 1ésion causée par les piéces buccales de 1’arthropode, I’ADP (Adénosine Di-
Phosphate) est libéré par les cellules endothéliales et sous-endothéliales endommagées. Cet
ADP va déclencher I’activation des plaquettes sanguines qui changent alors de forme et libérent
deux puissants vasoconstricteurs, la sérotonine et le thromboxane A2 (TXA2) (Watson et al.,
2005). Les plaquettes vont par la suite s’agréger, alors que la sérotonine et le TXA2 vont
réduire le flux de sang en favorisant une vasoconstriction des vaisseaux. Ceci va alors aboutir
a la formation en quelques secondes, d’un thrombus blanc qui va boucher I’ouverture créée par
la piqlire de I’arthropode, ce qui va empécher ce dernier d’aspirer une quantité suffisante de
sang pour son repas. Pour contrer cette réaction de I’hote, les arthropodes ont développé dans
leur salive des molécules inhibitrices de cette agrégation plaquettaire. On peut notamment citer
I’apyrase (une enzyme) ubiquitaire dans la salive de presque tous les arthropodes
hématophages, dont les moustiques. Elle inhibe I’agrégation plaquettaire en hydrolysant I’ADP
(en AMP) libérée par les cellules endommagées, ce qui va empécher [’activation des
plaquettes (Ribeiro & Francischetti, 2003; Francischetti, 2010). Outre [’apyrase, on trouve
¢galement d’autres molécules anti-agrégation plaquettaire. C’est par exemple le cas de

I’anopheline chez Anopheles stephensi (Yoshida et al., 2008) des protéines de la famille des
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protéines D7 (Martin-Martin et al., 2020) ou encore spécifiquement de I’aegyptine chez Aedes.
aegypti (Calvo et al., 2007) . Cette derni¢re semble bloquer, 'agrégation plaquettaire en altérant
la capacité du collageéne a interagir avec les glycoprotéines plaquettaires et simultanément
bloque I’initiation de la coagulation en inhibant [’activation du facteur XII (Mizurini et al.,

2013; Calvo et al., 2007).

4.1.1.2 Inhibition de la coagulation sanguine

Parall¢lement a la formation de 1’agrégat plaquettaire, la 1ésion de la peau de 1’hdte due a
la piqlre de I’arthropode déclenche également I’activation des mécanismes de la coagulation
sanguine. Une cascade de réactions impliquant plusieurs facteurs de la coagulation sanguine
(tant les facteurs de la voie intrinseéque que ceux de la voie exogéne) va €tre mise en route et
aboutira a I’activation de la thrombine ou facteur Ila (Figure 15). Le fibrinogéne du plasma
va étre transformé par la thrombine en un réseau insoluble de fibrine qui va aboutir a la
formation d’un caillot sanguin, entrainant ainsi I’arrét de I’hémorragie. Pour contourner cette
réaction de I’hote a la piqlre, les arthropodes hématophages disposent dans leur salive, de
plusieurs molécules protéiques ayant une action anticoagulante. Ces protéines vont ainsi
bloquer le processus de coagulation sanguine pendant toute la durée du repas de I’arthropode.
Certaines vont en effet agir sur les différentes voies de la coagulation en inhibant des facteurs
impliqués. C’est le cas par exemple de ’hamadarine et de I’anopheline chez An. stephensi
(Isawa et al., 2007), de 1’alboserpine chez Ae. Aegypti (Calvo et al., 2011) la prolixine-S chez
la punaise de lit, Rhodnuis prolixus (Ribeiro, 1995) (Figure 15).
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Figure 15: Effets des protéines salivaires des arthropodes vecteurs sur la réaction
hémostatique de ’homme
(Fontaine et al., 2011a)

4.1.1.3 Role vasodilatateur des protéines salivaires

Les protéines salivaires des vecteurs, en plus de leur effet sur I’agrégation plaquettaire
et la coagulation sont capables d’induire une vasodilatation facilitant ainsi leur repas de sang.
A cet effet les arthropodes peuvent mettre en place deux stratégies possibles. Certains peuvent
libérer dans leur salive, des molécules capables d’inhiber les vasoconstricteurs de 1’hote. C’est
le cas par exemple des anopheles qui secretent la myeloperoxydase capable de détruire la
sérotonine (Ribeiro & Nussenzveig, 1993), empéchant ainsi la mise en place du phénomene de
vasoconstriction. L’autre stratégie développée par les arthropodes consiste a libérer des
substances a action vasodilatatrice, contenues dans leur salive. On peut notamment citer, le
maxidilian (MAX) chez Lutzomyia longipalpalis (Ribeiro et al., 1989), qui a ét¢ décrit comme
le plus puissant vasodilatateur. Cependant de récentes études semblent révéler que le MAX,
n’est pas présent chez toutes les espéces de phlébotomes (Abdeladhim et al., 2012, 2016) .
Outre le MAX, on retrouve aussi les amines (adénosine et la 5°’AMP) chez Plebotomus

papatasi, ou encore les Sialokines 1 et 2 chez les moustiques Aedes.
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4.2 Propriétés immunologiques de la salive : modulation du systeme immunitaire

de I’homme par la salive

Les hotes vertébrés ont développé en plus des réponses hémostatiques, des systémes
de défense immunitaire pour ¢liminer les organismes étrangers, ce qui peut nuire largement
aux arthropodes hématophages dans la prise de leur repas. Les 1ésions tissulaires provoquent
I'apparition immédiate d'une inflammation aigué et d’une réponse immune innée et
adaptative (Figure 16).
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Figure 16: Mécanismes de modulation de la réponse immune des vertébrés par des protéines
salivaires des arthropodes
(Fontaine et al., 2011a)

L'inflammation est caractérisée par de multiples interactions entre les cellules de la peau
et de nombreuses cellules immunitaires (leucocytes, mastocytes, neutrophiles), qui sont les
premicres a entrer en contact avec les pieces buccales des arthropodes ainsi que leur salive et
agents pathogénes potentiels. Ces interactions vont aboutir a la libération de substances telles
que la sérotonine, la bradykinine, 1’adénosine et I’histamine qui sont responsables de
I’exacerbation de la douleur. Cette perception de la douleur est inhibée par des enzymes
présentes dans la salive telle que 1’adénosine désaminase (Charlab et al., 2000; Mohamed,

2006). Cet effet anti-nociception a également été observé avec 1’apyrase. Chez les Culicidae,
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les protéines de la famille D7 sont capables de se lier aux amines biogéniques afin d’éviter la
réaction inflammatoire (Calvo et al., 2009).
Il est maintenant certain que la salive des arthropodes déclenche 1’activation des

mécanismes des réponses immunitaires locales innées et adaptatives (Wikel, 2017).

Les arthropodes ont sélectionné parmi leurs protéines salivaires, certaines qui sont capables
d’inhiber ou de contrdler ces mécanismes, afin de favoriser leur repas de sang. Ces protéines
vont en effet déclencher un certain nombre de réactions importantes, allant de la suppression
de la réponse immune de I’hote, jusqu’a la régulation de I’équilibre entre la réponse cellulaire
(réponse de type Th1) et la réponse humorale (réponse de type Th2, avec production d’Ac). En
effet la salive des arthropodes contient des molécules qui inhibent le fonctionnement des
macrophages (Theodos & Titus, 1993) ou des cellules dendritiques qui sont des cellules
présentatrices d’Ag (Skallova et al., 2008; Sa-Nunes et al., 2007; Hovius et al., 2008b). Elle
réduit donc, la capacité des macrophages et des cellules dendritiques a présenter les Ag aux
lymphocytes T.

Les études portant sur les effets de la salive de moustique sur la réponse immunitaire des
vertébrés suggerent que les populations de cellules T sont particulierement sensibles aux effets
de la salive de moustique (Wanasen et al., 2004; Depinay et al., 2006). La prolifération des
cellules T et B semble étre inhibée de maniere dose-dépendante.

Les protéines salivaires des arthropodes peuvent, au cours de la piqlire, modifier a leur profit,
I’équilibre existant entre les réponses immunes de type Thl et Th2. En effet, la
réorientation de ces deux types de réponse va inhiber la réaction de 1’hote contre ces protéines,
ce qui va faciliter le déroulement du repas sanguin de 1’arthropode.

Des études expérimentales portant sur un large éventail d'arthropodes ont indiqué qu'en régle
générale, 'immunomodulation de I'hote vertébré par la salive des arthropodes est associée a une
baisse de l'expression des cytokines telles que I'IFN-y et I'IL-2 (médiateurs immunologiques
impliqués dans I’activation de la réponse cellulaire de type Thl), favorisant ainsi le
développement d'une réponse de type Th2 médiée par les Ac (production d'IL-4 et d'IL-10)
(Ockenfels et al., 2014; Caljon et al., 2006a; Mbow et al., 1998). Le phénomene
d’immunosuppression, a par exemple, été rapporté avec le moustique Aedes aegypti et Culex
pipiens ou il a été observé une inhibition non seulement de la prolifération lymphocytaire (les
lymphocytes T et B), mais aussi des cytokines IL-2 et [IFNy (Zeidner et al., 1999; Schneider et
al., 2004). Cependant, une étude plus récente sur des souris immunisées directement par

exposition aux piqlres d’Aedes (utilisant des moustiques vivants) a montré une réponse
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immunitaire mixte Th1/Th2 a la salive du moustique Aedes aegypti, plutdt qu’une réponse
orientée Thl, habituellement rapportée dans les études précédentes (qui utilisent plutot des
extraits de glandes salivaires ou une inoculation de ceux-ci a des souris par des seringues) (Vogt
et al.,, 2018). Dans cette étude les auteurs ont rapporté une baisse de la prolifération des
lymphocyte T et B apres exposition aux piqtres d’4edes.

Les effets des protéines salivaires sur la réponse immunitaire de 1'hote peuvent également varier
en fonction de la concentration d'extraits de glandes salivaires. Dans certaines études, des
concentrations élevées ont été signalées comme immunosuppressives, tandis que de faibles
concentrations ont été associées a une modulation de la réponse immunitaire, ce qui correspond
normalement a une réduction des cytokines de type Thl et a une évolution vers une réponse de
type Th2 (Schneider & Higgs, 2008).

Concernant les moustiques de genre Anopheles, une étude portant sur les réponses
immunitaires aux piqires d’Anopheles stephensi a rapporté une dégranulation des mastocytes
entrainant un afflux local de fluides puis de neutrophiles et une hyperplasie des ganglions
lymphatiques suite au recrutement de lymphocytes, de cellules dendritiques et de monocytes
(Demeure et al., 2005). La salive d'anophéle induit également la production des IL-10 dans les
ganglions lymphatiques et régule a la baisse les réponses des cellules T spécifiques a 1'Ag
(Depinay et al., 2006). De maniére intéressante, chez les moustiques du genre Anopheles, une
pré-exposition répétée aux piqires semble également augmenter l'expression de I'IFN-y et
protéger contre l'infection par Plasmodium yoelii (Donovan et al., 2007), mais ces résultats sont
controversés (Kebaier et al., 2010; Pollock et al., 2011).

Ces résultats semblent suggérer que les propriétés immunomodulatrices de la salive
varient en fonction du genre d’arthropode. Ainsi, les réponses immunitaires humaines a la salive
de moustique sont importantes et complexes en modifiant les fréquences de plusieurs
populations de cellules immunitaires et la production de cytokines dans de multiples tissus, et
peuvent durer plusieurs jours au niveau de la peau et au niveau systémique (Vogt et al., 2018).
En outre, au vu la capacité qu’a la salive des arthropodes a orienter la réponse immunitaire de
I’héte vers une réponse de type Th2 avec la production d’Ac, pour faciliter le repas de ceux-ci,
il n’est pas surprenant que les agents pathogenes transmis par ces vecteurs exploitent ces

propriétés salivaires pour assurer une infection et une dissémination réussies chez I'hote.
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4.3. Salive des insectes vecteurs, transmission des pathogénes et développement de

Pinfection chez I’hote vertébré

Les protéines salivaires injectées par les arthropodes a 1’hote au cours de la piqdre,
présentent une activité immunomodulatrice sur la réponse immune innée et spécifique de I’hote.
Cette immunomodulation peut impacter directement sur la transmission des pathogenes et le
développement de I’infection chez I’hote vertébré (Andrade et al., 2005). De nombreux travaux
réalisés sur le modele phlébotomes/leishmanies ont montré que la salive des phlébotomes
favorisait le développement de la pathologie leishmaniose cutanée. Il a été observé que
I’inoculation par une seringue (sans salive) d’une quantité de pathogenes similaire (entre 10 et
1000) a celle injectée lors d’une piqlre naturelle (avec salive) n’induit pas la pathologie
attendue (Menon & Bretscher, 1996). Des milliers voire des millions de parasites doivent étre
injectés par la seringue pour induire expérimentalement une infection chez la souris. De plus,
la charge parasitaire et le degré de la pathologie sont moins importants aprés une inoculation
par la seringue comparativement aux effets observés lors d’une co-injection du méme nombre
de parasites en présence de la salive de phlébotomes (Titus & Ribeiro, 1988). Cette assertion
est aussi renforcée par une méme étude du genre, chez les moustiques ou seule une petite
quantité de P. berghei injectée par un moustique et en présence de salive provoque une
infection palustre (Leitner et al., 2010).

Toujours chez les moustiques, des études ont exploré les effets de la salive (ou des protéines
salivaires) des Aedes dans la transmission des arboviroses/arbovirus et leurs capacités a
exacerber la maladie (Tableau 1). La majorité de ces études se sont concentrées sur la co-
inoculation de virus avec de la salive ou des extraits de glandes salivaires (EGS) entiers. Une
¢tude dans le modele murin a rapporté que la réplication virale du virus de la Fievre de la Vallée
du Rift (RVF), ainsi que la pathogénie associée a l'infection par ce virus étaient fortement
renforcées par des facteurs contenus dans la salive et I'extrait de glandes salivaires (Le
Coupanec et al., 2013). De plus, dans le contexte d'une infection par le virus de la dengue, il a
¢galement été signalé que la co-inoculation avec les protéines ou les extraits de glande salivaire
de Aedes aegypti tavorisait la réplication virale chez la souris (Schmid et al., 2016; McCracken
et al., 2014; Surasombatpattana et al., 2014, 2012; Cox et al., 2012). La salive des insectes joue
donc un role essentiel semblant favoriser la transmission des agents infectieux et ceci grace aux
propriétés immunomodulatrices de certaines protéines salivaires (Leitner et al., 2013; Nuttall

& Labuda, 2004; Hovius et al., 2008a) (Tableau 1)
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Par ailleurs, une pré-exposition a la salive (piqlres non infectantes) chez des modeles murins,
abroge I’effet exacerbant de 1’inoculation de pathogéne avec de la salive et semble donc
protéger 1’hote contre la transmission des pathogénes (Belkaid et al., 1998; Valenzuela et al.,
2001).

Cependant des résultats controversés montrent que cet effet protecteur de la pré-exposition aux
piqires non infectantes n’est pas toujours observé. En effet, alors qu’une pré-immunisation par
injection de LJL143 et LIM17, (protéines recombinantes issues de la salive de Lu.
Longipalpalis), prémunissait des hamsters contre une infection a Leishmania major, cette
protection n’était pas retrouvée apres une pré-exposition a la salive totale du méme vecteur
(Gomes et al., 2008; Collin et al., 2009). Aucune protection n’a également €té observée contre
Leishmania major aprés une pré-exposition des souris aux piqures de Phlebotomus papatasi
(Ben Hadj Ahmed et al., 2011).

Cet effet protecteur sur la transmission des pathogenes suggere qu’il serait possible de controler
la transmission des maladies par une vaccination de 1’hote vertébré par des composants
salivaires immunogéniques (Titus et al., 2006a). Plusieurs candidats vaccins ont été identifiés
dans le contexte de la leishmaniose. Les études menées chez des primates non-humains et des
souris immunisées par les protéines salivaires PspP15 (Oliveira et al., 2008a, 2015), le peptide
MAX (Morris et al., 2001a) et la protéine LIM19 (Gomes et al., 2008) de Phlebotomus ou
Lutzomia, présentent de plus petites lésions et/ou une charge parasitaire réduite voire une
protection contre la leishmaniose viscérale.

En outre, une exposition préalable aux piqlires de moustiques peut favoriser la progression de
la pathogenése virale dans le cas du virus du Nil (Schneider et al., 2007). Trés peu d'études ont
porté sur la contribution des protéines salivaires individuelles lors de la transmission vectorielle
d'un virus. Une étude a identifi€¢ une sérine-protéase qui peut amplifier l'infection par le virus
de la dengue (Conway et al., 2014). Cette sérine protéase modifiait 1'environnement par la
dégradation des protéines de la matrice extracellulaire, permettant une meilleure prolifération
du virus (Conway et al., 2014). Les protéines qui favorisent la transmission pourraient donc étre
ciblées pour 1’¢laboration de vaccins qui empécheraient la transmission.

Dans le contexte du paludisme, I’exposition unique a la salive faciliterait I’infectiosité par P.
berghei , et exacerberait la pathologie chez les modeéles murins (Vaughan et al., 1999). Cette
exposition a la salive des moustiques a aussi révélé une action délétére chez des souris en
augmentant la parasitémie et la sévérité de la maladie (cas du paludisme cérébral). Ces effets
se produiraient a la suite d'un déréglement au site de piqire, de la signalisation immunitaire et

d'une réduction du nombre de cellules inflammatoires clés telles que les cellules dendritiques
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et T CD8+ qui sont les premieres cellules impliquées dans la défense du systéme immunitaire
au niveau des ganglions lymphatiques (Schneider et al., 2011; Chakravarty et al., 2007).
Toutefois, la pré-exposition répétée aux Ag salivaires des Anopheles n'a pas les mémes effets
sur la réponse immune de 1'hote. En effet, la pré-exposition répétée de souris aux piqiires non
infectantes d’An. stephensi favoriserait le développement d’une réponse immune cellulaire
et/ou humorale, locale et systémique de type Thl avec une augmentation d’IL 12, d'IFNy et
d’oxide nitrique, réponse immunitaire et inflammatoire qui seraient défavorables au
développement des Plasmodium . Mais d’autres études utilisant la méme approche n’ont pas pu
confirmer ces résultats, suggérant que les Ac anti-salive des Anopheles n’ont pas d’impact
significatif dans la protection contre Plasmodium (Kebaier et al., 2010; Pollock et al., 2011)
Ces observations indiquent que les effets anti-inflammatoires et immunomodulateurs de la
salive du vecteur pourraient favoriser la survie de I'agent pathogene chez 1'héte (Wikel, 2017),
et soulignent les interactions intimes entre l'agent pathogéne et la salive du vecteur pendant la
transmission et le développement de celui-ci. Cependant des effets différents sont observés

selon le mode d’exposition de I’hote et la nature de I’interaction vecteur-pathogeéne.
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Tableau 1: role de la salive de différents vecteurs au cours de 1’infection

Vecteurs Pathogenes Hotes Conséquences | Références
sur I’infection
Anopheles Plasmodium yoelii souris Protection Donovan et al. (2007)
stephensi Pas d’effet Kebaier et al. (2010)
Plasmodium berghei souris Pas d’effet Kebaier et al. (2010)
Amélioration | Schneider et al.(2011)
Anopheles Plasmodium gallinaceum oiseau | Protection Rocha et al. (2004)
Sfluviatilis
Aedes aegypti West Nile virus souris Amélioration | Schneider et al. (2007)
Cache Valley virus souris Amélioration | Edwards et al. (Edwards et
al., 1998)
Sindbis virus rat Amélioration | Schneider et al. (2004)
Dengue virus Amélioration | Conway et al. (2014)
Rift Valley fever virus souris Amélioration | Le Coupanec et al. (2013)
Culex tarsalis West Nile virus souris Amélioration | Reagan et al. (2012)
souris Styer et al. (2011)
Culex pipiens Cache Valley virus souris Amélioration | Edwards et al. (1998)
West Nile virus poule Amélioration
Glossina morsitans | Trypanosoma brucei brucei | Souris | Amélioration | Caljon et al. (2006a, 2006b)
morsitans humain
Lutzomyia Leishmania amazonenis Amélioration | Francesquini et al. (2014),
longipalpis Leishmania braziliensis souris
Lutzomyia
Sflaviscutellata Thiakaki et al. (2005),
Norsworthy et al. (2004)
Leishmania major souris Protection Gomes et al. (2012)
Leishmania mexicana Rogers et al. (2002)
Lutzomyia Leishmania braziliensis souris Amélioration | de Moura et al. (2007)
intermedia
Phlebotomus Leishmania major souris Protection Lestinova et al. (2015)
papatasi Amélioration | Morris et al. (2001b),
Phlebotomus Leishmania major souris Protection Rohousova et al. (2011)
duboscqi Lestinova et al. (2015)
Dermacentor Francisella tularensis lapin Protection Bell et al. (1979)
andersoni
Ixodes scapularis | Borrelia burgdorferi Cochon | Protection Wikel et al. (1997)
d’inde
Borrelia Borrelia burgdorferi Cochon | Protection Nazario et al. (1998)
burgdorferi d’inde
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4.4 Composants salivaires des arthropodes comme antigénes vaccinaux

Le développement de vaccin basé sur la salive des vecteurs, n’est pas une idée nouvelle.
Durant ces 30 derni¢res années, de multiples études surtout chez les tiques ont pu nous
convaincre de I'utilité de la salive des arthropodes vecteurs, dans 1’¢laboration d’un vaccin
contre la transmission des maladies vectorielles. L une des hypothéses qui vient renforcer cette
idée serait I’importance des protéines salivaires des arthropodes vecteurs dans leur capacité a
favoriser I’infectiosité des pathogenes et 1'établissement d'une infection systémique. Des études
réalisées dans plusieurs systémes vectoriels montrent qu’une pré exposition aux piqires non
infectantes des arthropodes, aurait un effet protecteur contre la transmission des pathogenes
(Donovan et al., 2007; Titus et al., 2006b; Kamhawi et al., 2000). Cet effet protecteur sur la
transmission des pathogenes suggere qu’il serait possible de controler la transmission des
maladies par une vaccination de I’hote vertébré par des composants salivaires immunogéniques
en reproduisant cette exposition préalable (Titus et al., 2006b). Différents candidats vaccin ont
¢été identifiés et offrent une preuve de cette stratégie vaccinale.

La protéine Salp 15, décrite chez les tiques Ixodes scalpularis a été testée in vivo comme un
candidat vaccin. Les résultats montrérent une faible densité parasitaire chez les souris
immunisées par la protéine recombinante Salp15, conférant ainsi une protection partielle contre
les spirochétes de 1’agent de la maladie de Lyme (Dai et al., 2009). De maniére trés intéressante,
la co-immunisation par Salpl5 et une protéine de surface de Borrelia burgdorferi (OspA),
exerce une meilleure protection contre B. burgdorferi que lorsque ces deux candidats sont
utilisés séparément (Steere et al., 1998). Ainsi, I’association d’une protéine salivaire avec une
préparation antigénique dérivée ou proche d’un agent infectieux pourrait améliorer la protection
de I’hdte contre les maladies a transmission vectorielle. D’autres études dans le modele de la
leishmaniose animale ont aussi mis en évidence ’efficacité des combinaisons vaccinales. Les
souris immunisées avec la protéine salivaire native PpSP15 de Phlebotomus duboscqi, puis
renforcée avec une combinaison de PpSP15 et de Leishmania tarentolae non pathogénes
(vivants) ont présenté une meilleure immunité et une meilleure protection contre la leishmaniose
cutanée que les animaux vaccinés avec PpSP15 ou avec les parasites Leishmania tarentolae
atténués seuls (Zahedifard et al., 2014). Concernant PpSP15, des études précliniques ont montré
que des macaques rhésus immunisés avec une protéine salivaire de Phlébotomus duboscqi
(PdSP15) étaient protégés contre la leishmaniose cutanée lorsqu'ils étaient exposés a des

phlébotomes infectés par le parasite (Oliveira et al., 2015). La protection était corrélée a une
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production accélérée de lymphocytes CD4+ et IFN-y spécifiques des Leishmania. Des études
ont montré qu’il serait efficace pour conférer une protection contre la transmission des parasites
issus d’autres phlébotomes (Phlebotomus papatasi), du fait de sa forte homologie de séquence
(Lestinova et al., 2015). Chez ’Homme, les sérums et les cellules PBMCs des individus
naturellement exposés aux piqires de P. duboscqi ont reconnu la PASP15, démontrant son
immunogénicité. De plus, la séquence et la structure de la PASP15 ne présentent aucune
homologie avec les protéines de mammifeéres, ce qui démontre son potentiel en tant que
composant d'un vaccin contre la leishmaniose humaine (Demarta-Gatsi & Mécheri, 2021).
L’autre hypothése, qui est que la salive des moustiques contiendrait des molécules
immunomodulatrices (Wikel, 2017), a achevé de confirmer cette idée. En effet les pathogeénes
transmis par la salive des vecteurs semblent en général initier ou induire une plus grande
infection chez I’hdte, en tirant parti des interactions existant entre 1’hote vertébré et la salive
(Pingen et al., 2016, 2017; Conway et al., 2014; Styer et al., 2011). Ces interactions conduisent
a une altération du micro-environnement cutané et a une modulation des réponses immunes
innées et adaptatives de I’hote (Bizzarro et al., 2013; Vogt et al., 2018), justifiant ainsi un espoir,
pour la création de vaccins dirigés contre les protéines salivaires plutdt que contre les
pathogenes contenus dans la salive des vecteurs (Manning et al., 2018). Chez les trois genres
de moustique (Anopheles, Aedes, et culex) d’intérét clinique, il existe de nombreuses protéines
salivaires aux propriétés immunomodulatrices qui facilitent I’infection chez 1’hdte vertébré.
L’immunisation passive de souris avec des Ac dirigés contres des protéines salivaires de Aedes
aegypti (NeST1 et AgBR1) a amélioré leur survie lorsque celles-ci ont été exposées par la suite
a des moustiques infectés par le virus Zika, en réprimant de nombreux changements du systéme
inflammatoire (Hastings et al., 2019; Uraki et al., 2019). Dans une autre étude chez le modele
animal, I'immunisation avec la protéine salivaire Anopheles gambiae AgTRIO fournirait une
protection chez les souris (qui supportent ’infection par P. falciparum au stade hépatique)
contre P. falciparum en réduisant le mouvement des sporozoites dans le derme. De maniére tres
intéressante, la combinaison de sérum anti-AgTRIO et d’Ac anti-CSP (un candidat vaccin),
réduit 'infection a Plasmodium berghei (Dragovic et al., 2018a). Les résultats de cette é¢tude
indiquent que les Ac anti-AgTRIO peuvent renforcer 1’efficacité de ceux dirigés contre I’Ag
CSP de P.berghei chez la souris qui a leur tour diminueraient la charge parasitaire de manicre
dose-dépendante lors de la transmission de P. berghei a des souris par des moustiques (Dragovic
et al., 2018a).
A ce jour, il n’existe pas de vaccin basé sur les composants salivaires des moustiques chez

I’Homme. Toutefois les résultats du premier essai clinique de phase 1 de I’AGS-v (4nopheles
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gambiae saliva vaccine) candidat vaccin a base de peptide dérivé de quatre protéines salivaires
de Anopheles gambiae (mais conservées chez les Aedes et Culex) ont montré une augmentation
significative des Ac (IgG) et de IFNy, une bonne tolérance et une immunogénicité (potentialisé

par un adjuvant, Montanide ISA 51) (Manning et al., 2020).

4.5 Modulation de la réponse immune anti pathogene de I’homme par la salive

I1 est possible que le pouvoir immunomodulateur de la salive des arthropodes vecteurs ait une
influence sur le développement et l'orientation de la réponse immune spécifique aux
pathogenes, et donc sur le devenir de I’infection. Ceci est d’autant plus plausible que la
modulation du systéme immunitaire de 1’hote est différente selon que le pathogeéne soit inoculé
naturellement par la piqlire du vecteur, ou de fagon artificielle par une seringue. Thangamani et
al. (2010) a montr¢ que les réponses immunitaires dermiques au virus du chikungunya (CHIKV)
transmis par une piqlire de moustique étaient significativement différentes des réponses
immunitaires provoquées par le CHIKV transmis par inoculation par aiguille. L'étude a montré
qu'en présence de salive de moustique, les niveaux d'IL-4 étaient significativement augmentés
et les niveaux de transcription d'IL-2, d'TFN-y et de TLR3 diminuaient par rapport a ceux
observés lors de I'inoculation par aiguille (Thangamani et al., 2010). Plus intéressant encore,
I'étude a observé que les piqlires de moustiques infectés par le CHIKV provoquaient une
augmentation de pres de 150 fois des transcriptions d'IL-4 aux sites de piqlre par rapport aux
sites de piqire de moustiques non infectés. Ces effets peuvent donc avoir des répercussions sur
I’infection ; chez les tiques, par exemple, il a ét€ montré que la salive inhibait in vitro 1’action
trypanocide des macrophages sur Trypanosoma cruzi (Ferreira & Silva, 1998).

Il a été observé, dans un contexte épidémiologique, que la réduction des cas de virus «
Human Herpes Virus 8 », I’agent pathogéne responsable du sarcome de Kaposi et transmis
essentiellement par la salive humaine, était corrélée avec la réduction des populations de
vecteurs en Italie (Coluzzi et al., 2003). Ceci a poussé ces auteurs a suggérer que
I’immunomodulation locale induite par la salive de moustiques Anopheles pourrait favoriser
la transmission du HHVS. En Afrique, la transmission du HHV 8 peut avoir lieu lorsque les
meres appliquent leur salive sur les blessures des enfants telles que des piqures d'insectes.
L’immunomodulation induite par la salive du vecteur au site méme pourrait créer un micro-
environnement (une hypersensibilit¢ locale ou une immunosuppression) favorable au

développement du virus transmis de la mére a I’enfant via la salive (Remoue et al., 2005).
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A ce jour peu d'é¢tudes ont étudié spécifiquement cette hypothése dans le cas d’infections
hétérologues. Deux études expérimentales indépendantes ont suggéré que la réponse immune
spécifique anti-pathogene était significativement réduite chez les souris pré-exposées aux
piqlres d’anoph¢les et morsures des tiques par rapport aux souris naives (Ag modele =
ovalbumine et BSA, respectivement) (Depinay et al., 2006; Menten-Dedoyart et al., 2008).
Dans ces deux études, les auteurs ont observé , une inhibition de la réponse lymphocytaire T,
spécifique a ’Ag par un mécanisme dépendant des mastocytes et médié¢ par I'IL-10 pour la
premicere étude (Depinay et al., 2006). en outre la réduction significative des taux d'IgM et d'IgG
spécifiques a la BSA a été observée chez des souris infestées par des tiques 5 jours avant
l'injection de BSA en comparaison aux souris non infestées (Menten-Dedoyart et al., 2008)
Extrapoler cette approche chez I’ Homme dans le cas d’infection naturelle en zone d’endémie
serait pourrait étre réaliste.

Les premicres ¢études en zone d’endémie montreérent une différence de réponse IgG anti-
Plasmodium chez des enfants exposés différemment aux piqlres des anopheles entre 2 villages.
En effet, un des villages présentait une forte exposition a An. gambiae (village de Gankette
Balla) et l'autre une faible exposition a An. funestus (village de Mboula). Sur une année de
suivi, les auteurs ont observé que les réponses IgG anti-P. falciparum 1) étaient
significativement plus ¢levées a Mboula comparé a Gankette Balla et i1) variaient en fonction
de la saison d’exposition (pic en décembre) a Mboula, contrairement au village exposé a An.
funestus (Gankette Balla) ou les réponses IgG spécifiques restaient stables tout au long de
I’année. Les auteurs ont ainsi suggéré que l'intensité d'exposition et/ou la nature des piqtires
(An. gambiae ou An. funestus) pourraient influencer la réponse Ac contre les pathogenes (Sarr
et al., 2007). De plus, une modulation différente des réponses isotypiques (IgG1 et IgG3) a été
constatée entre ces deux villages. Les réponses 1gG3 étaient similaire entre les deux villages
En revanche les individus vivant 8 Mboula présentaient majoritairement une réponse IgG1 anti-
P. falciparum comparés a ceux de Gankette Balla (Sarr et al, 2012). Ainsi Le
microenvironnement immunitaire initi¢ par les composants salivaires des arthropodes chez
I'hote vertébré pourrait donc avoir des conséquences sur le développement d'une réponse

immunitaire spécifique contre les pathogenes.
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4.6 Réponses anticorps spécifiques aux protéines salivaires

Comme précédemment décrit, la salive des arthropodes contient un cocktail de
molécules bioactives, essentiellement de nature protéique, qui en plus de leurs propriétés
pharmacologiques, anti-inflammatoires et immunomodulatrices, peuvent pour certaines, étre
immunogéniques. En effet chez certains individus vertébrés, la piqire d’un arthropode
hématophage est souvent suivie d une réaction d’hypersensibilité au niveau du site de la piqtre.
L’hypersensibilité observée serait due a une production d’immunoglobulines de type IgG et
IgE, spécifiques aux protéines de la salive (Reunala et al., 1994; Peng et al., 1996a).

Exploitant cette propriété des protéines salivaires a induire la production d’Ac, associés
aux allergies, des travaux ont ét¢ menés pour caractériser les principales protéines impliquées
dans ce processus et majoritairement reconnues par les isotypes IgG1, IgG4 et IgE (Peng et al.,
1996b; Brummer-Korvenkontio et al., 1997). Ces protéines pourraient premiérement étre
utilisées comme outils pour le diagnostic et le traitement des réactions allergiques dues aux
piqlres de moustiques (Peng et al., 2007, 2004b; Remoue et al., 2007), deuxiémement une idée
serait d’utiliser cette réponse Ac comme biomarqueur d’exposition au piqires de moustiques
vecteurs. Remoue et al., avait observé au Sénégal que les réponse IgG et IgE spécifiques aux
extraits salivaires totaux d’Aedes aegypti augmentaient durant la saison d’exposition chez des
enfants (Remoue et al., 2007). Ainsi comme révélé plus tot, les taux d’ Ac anti-protéine salivaire
des moustiques du genre dedes comme d’autres moustiques (Culex et Anopheles) seraient un
indicateur d’exposition aux piqires de ces vecteurs (Palosuo et al., 1997; Peng et al., 2002).
Des ¢tudes réalisées dans d’autres systémes vectoriels, ont montré que les Ac IgM anti-salive
de punaise (Triatoma infestans) peuvent étre détectés chez des animaux aprés 2 jours
d’exposition (Schwarz et al., 2009, 2011). Ainsi I’on peut s’attendre a une corrélation logique
entre le niveau d'exposition humaine aux piqires des arthropodes et le niveau d'Ac dirigé contre
la salive de ces arthropodes. L'hypothese serait que le niveau de réponse Ac humaine contre la
salive des arthropodes puisse représenter un proxy de l'exposition humaine aux piqires de ces

arthropodes.
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4.7 Réponses humorales anti-salive comme biomarqueur d’exposition aux

piqiires : Nouvel outil immunologique pour évaluer le contact hétes-vecteurs

La pertinence d’utiliser la réponse Ac anti-protéines salivaires d’arthropodes comme
biomarqueur d’exposition aux piqires des arthropodes hématophages et ses nombreuses
applications, n’a cessé d’étre démontrée au cours de ces 30 dernic¢res années. Cette idée est
renforcée par la mise en évidence par de nombreuses études, de 1’existence d’une réponse Ac
anti-salive chez des individus (animaux ou humains) exposés aux piqtires d’arthropodes, mais
absente chez les individus non exposés (Abdel-Naser et al., 2006; Peng et al., 1996a; Brummer-
Korvenkontio et al., 1994; Reunala et al., 1994). Ceci suggere donc que ’acquisition de la
réponse Ac contre les protéines salivaires des arthropodes dépend de I’exposition (nature et
intensité) de ’homme a ces insectes. Il a donc été imaginé que I’évaluation quantitative de la
réponse Ac anti-salive pourrait permettre d’évaluer le niveau d’exposition des vertébrés aux
piqtires des arthropodes hématophages (Remoue et al., 2005; Billingsley et al., 2006).
Concernant les moustiques, notamment An. gambiae des travaux ont montré que des enfants
vivant en zone d’endémie palustre, au Sénégal, développaient une réponse IgG spécifique aux
Ag salivaires totaux d’An. gambiae qui était associée positivement au degré d’exposition des
enfants aux piqlres de ce vecteur, mesurée par des méthodes entomologiques classiques
(Remoue et al., 2006). Cette réponse IgG semblait transitoire, une diminution du niveau des
IgG a été observée entre septembre et décembre en absence d'une forte exposition aux piqlres
d'Anopheles contrairement aux villages fortement exposés ou le niveau de la réponse IgG a été
maintenu durant la période (Remoue et al., 2006). Dans cette méme ¢étude, les auteurs ont
remarqué une grande hétérogénéité inter-individuelle dans le niveau de réponse des Ac anti-
salive que des facteurs épidémiologiques inter-humains (génétique, co-infection par des
pathogénes) et des différences de niveau d’exposition au sein des mémes villages pourraient
expliquer. Depuis lors, des résultats similaires ont été observés puis démontrés selon lesquels
I’intensité¢ de la réponse IgG anti-salive pourrait étre un biomarqueur mesurant le niveau
d’exposition des humains aux piqlres des Anopheles et des Aedes (Waitayakul et al., 2006;
Orlandi-Pradines et al., 2007). Orlandi-Pradines et al., ont ainsi pu évaluer les conséquences
d’une exposition transitoire a An. gambiae et Ae. aegypti sur la réponse IgG spécifique a
la salive de ces vecteurs, chez des soldats frangais en mission d’une durée de 5 mois en
Afrique. Par conséquent, I’exposition temporaire aux piqires des vecteurs semble suffisante

pour développer une réponse IgG anti-salive d’arthropodes (Orlandi-Pradines et al., 2007). Une
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autre étude réalisée en France, a montré une association positive entre le niveau moyen de la
réponse IgG anti-salive de Aedes caspus et les variations spatiales des densités de ce vecteur
(Fontaine et al., 2011b).

De maniere intéressante les études menées au cours de cette derniere décennie ont fini de
confirmer que la réponse IgG anti-salive pourrait étre un marqueur d’exposition aux piqares de
vecteurs de grand intérét médical. A cet effet il a ét¢ démontré que la réponse spécifique IgG
anti-salive des Anopheles peut étre considérée comme un indicateur d’efficacité des
moustiquaires imprégnées d’insecticides dans la lutte contre les vecteurs du paludisme (Drame
et al., 2010). Une diminution rapide des niveaux d’IgG dirigés contre les extraits de glandes
salivaire de Aedes albopictus a également été rapportée apres la mise en place de mesures de
controle dans une ville urbaine de 1I’ile de la Réunion (Doucoure et al., 2014). Par ailleurs les
auteurs dans une toute autre étude sur des moustiques du méme genre ont pu observer une
corrélation positive entre les niveaux de réponse Ac anti-salive et le risque d’infection par le
virus de la dengue (Doucoure et al., 2012).

Cependant, 1’existence dans la salive totale, de protéines communes a plusieurs arthropodes
hématophages et le fait que la collecte de la salive ou des extraits de glandes salivaires soit
fastidieuse, constituent les principales limites a 1’utilisation de la réponse Ac anti- salive totale
comme marqueur d’exposition pour des ¢tudes épidémiologiques a grande échelle. En effet, il
est possible qu’une réactivité croisée entre les Ac de protéines salivaires d’autres moustiques
existent. Cette potentielle réaction croisée limiterait considérablement la spécificité du test
(Poinsignon et al., 2008a). Par ailleurs, la teneur et la composition en protéines salivaires
peuvent varier en fonction du sexe, de 1’age ou du régime alimentaire des insectes (Volf et al.,
2000). Ainsi I’utilisation de la salive totale ou des extraits de glandes salivaires comme source
d’Ag ne permet pas d’obtenir un test reproductible. Par conséquent, I’identification des
protéines salivaires immunogéniques spécifiques au genre ou a I’espece et leur production sous
forme recombinante ou de peptides synthétiques permettrait d’obtenir un gain de sensibilité, de

spécificité et de reproductibilité dans les tests immunologiques (Lombardo et al., 2009).
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4.8. Peptides salivaires marqueurs immunologiques d’exposition aux piqiires de

moustiques

L’analyse transcriptomique et protéomique de la salive totale de plusieurs arthropodes

a permis d’identifier des protéines salivaires spécifiques du genre et/ou d’espéce(Arca et al.,

1999, 2007; Valenzuela et al., 2003; Calvo et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Francischetti et al.,

2009).

Chez les femelles de Anopheles gambiae, plus de 70 protéines salivaires ont pu étre identifiées

(Arca et al., 2005), et parmi ces protéines, la protéine gSG6 (An. gambiae Salivary Gland

protein 6) semble étre un candidat pertinent pour développer un biomarqueur car elle est

hautement conservée entre les especes du genre Anopheles (Lombardo et al., 2009) et est

antigénique (Orlandi-Pradines et al., 2007) (Figure 17).
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Figure 17: séquences des protéines gSG6 de Anopheles

(Lombardo et al., 2009)

(a) Alignement des séquences de gSG6 de 8 especes de Anopheles.

(b) Arbre phylogénétique construit a partir de [’alignement de la
sequence nucléotidique codant pour les polypeptides de gSG6
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La protéine gSG6 a fait I’objet de plusieurs études qui ont permis de valider la réponse anticorps
IgG spécifique comme un marqueur immunologique d’exposition humaine aux piqlres de
plusieurs espéces vectrices du paludisme en Afrique et en Asie (Poinsignon et al., 2008a; Idris
et al., 2017). L’ immunogénicité de cette protéine produite sous forme recombinante a été
confirmée chez des individus vivant en zone hyperendémique pour le paludisme (Rizzo et al.,
2011b, 2014a). En effet, ces études ont révélé que les individus exposés aux piqires de
Anopheles développaient des réponses Ac spécifiques reconnues par la protéine gSG6 exprimée
sous forme de protéine recombinante purifiée (His-tagged N-terminal) dans le vecteur
Escherichia coli pET28b(+) (Rizzo et al., 2011a). De plus la réponse IgG spécifique a la
protéine gSG6 semble étre un marqueur immunologique fiable pour déterminer une variation
spatiale et saisonnicre de la densité des vecteurs (Rizzo et al., 2014b, 2014a; Ya-Umphan et al.,
2017). Ainsi I'utilisation des protéines salivaires recombinantes hautement conservées entre
plusieurs especes vectrices apparentées, comme la gSG6 pourrait étre utile dans I’évaluation du
risque de transmission chez les individus vivant dans des zones ou la diversité des especes
vectrices n’est pas bien caractérisée ou méme applicable dans des zones qui présentent des
especes vectrices différentes.

L’identification de peptides salivaires et leur obtention par synthése chimique permettrait de
s’affranchir des limites de la production de protéines recombinantes (haut degré de pureté et
une reproductibilité entre les lots de production)

Ainsi, a partir de la séquence de la protéine gSG6 et par I'utilisation des techniques de
bioinformatique et d’immunoempreinte (Poinsignon et al., 2008a; Cornelie et al., 2007) (
(Figure 18), le peptide salivaire gSG6-P1 a été identifié comme un candidat biomarqueur

d’exposition.

9566

EKVWVDRDNVYCGHLDCTRVATFKGERFCTLCDTRHFCECKETR

P1 P?
EPLPYMYACPGTEPCQSSDRLESCSKSMHDVLCDRIDQAFLEQ
P3 P4 PR

Figure 18: Représentation schématique des 5 peptides de la protéine gSG6 d’An. gambiae

(Poinsignon et al., 2008a)
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La séquence gSG6-P1 est trés conservée entre especes d’Anopheles (Lombardo et al., 2009;
Calvo. et al., 2007) indiquant que ce peptide peut étre un biomarqueur potentiel aux autres
especes d’anophéles vectrices. La sensibilité du gSG6-P1 en tant que candidat biomarqueur
pertinent évaluant de maniere spécifique et fiable le niveau d'exposition aux piqires d'anophéles
a ¢té testé dans différents contextes épidémiologiques. Dans une zone de pré-élimination du
paludisme au Sénégal, des réponses IgG spécifiques au peptide gSG6-P1 ont été détectées chez
36% des enfants vivant dans des villages ou trés peu d'An. gambiae ont été collectés par des
méthodes entomologiques classiques. Ce biomarqueur sérologique a permis de mettre en
évidence une hétérogénéité micro-géographique de 1'exposition de ces enfants malgré le faible
niveau général d'exposition aux piqires d'4n. gambiae (Sagna et al., 2013b). Ces deux études
soulignent ainsi 1’utilisation potentielle de la réponse IgG anti-gsG6-P1 comme biomarqueur
épidémiologique pour évaluer le risque de transmission du paludisme chez des individus vivant
dans des zones de faibles expositions la ou les méthodes (entomologiques) de mesure classique
présentent des limites. Le paludisme urbain, est un autre exemple. En effet Drame et al., (2012)
a révélé une variation individuelle de I’intensité d'IgG anti-gSG6-P1 entre et au sein des
quartiers urbains de la ville de Dakar (Sénégal) malgré un niveau d'exposition aux anophgeles et
une transmission du paludisme globalement faibles. L’intensité des réponses IgG anti-gSG6-
P1 semblait étre associée positivement aux niveaux d’exposition aux piqires d'An. gambiae,
reflétant ainsi le contact réel moustiques-populations humaines (Drame et al., 2012). Fort de
cette sensibilité, I'utilisation de ce biomarqueur salivaire d’exposition aux piqiires d’anopheles
a permis d’évaluer le risque de transmission du paludisme chez des enfants (dge < 1 an) (Drame
etal., 2015).

D’autres études ont aussi souligné la pertinence de 'utilisation de la réponse IgG anti-gSG6-
P1 dans I’évaluation du contact Homme-vecteur, notamment comme indicateur prédictif des
cas de paludisme clinique ou asymptomatique (Sagna et al., 2013a) et de suspicion d’infection
a P. falciparum chez des individus vivant en zone de faible transmission du paludisme en
Amérique (Londono-Renteria et al., 2015). Plus récemment Ya-Umphan et al., en (2018) ont
pu mettre en évidence des hot-spots de transmission du paludisme a la frontiére entre la
Birmanie et la Thailande. En effet il a ét¢ observé une association positive entre le niveau
d’exposition aux piqlires d’Anopheles représenté par la réponse IgG anti gSG6-P1 et le niveau
de réponse Ac anti-Plasmodium falciparum (Ya-Umphan et al., 2018).

Une des applications non moins négligeables malgré 1’existence des méthodes classiques
d’évaluation de la densité¢ des vecteurs et du risque de transmission du paludisme, est son

utilisation dans I’évaluation des méthodes de lutte anti-vectorielle. En effet, une chute drastique
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de la réponse IgG anti-gSG6-P1 chez des individus (en Angola) a été observée apres la mise en
place des MII (Drame et al., 2010). Cette baisse semblait étre associée a la parasitémie et a
’utilisation effective des MIls, suggérant que ce biomarqueur pourrait étre utilis¢é comme
critére d’efficacité des MII a court et long terme. Par ailleurs il été¢ validé comme indicateur
épidémiologique évaluant 1’efficacité « réelle » de différents moyens de lutte antivectorielle
(MII, serpentins, fumigéne, bombes aérosol etc...) dans des quartiers de la ville de Dakar au
Sénégal (Drame et al., 2013) et plus récemment pour évaluer 1’intégrité physique des MILDA
sur le terrain dans des districts sanitaires du Bénin (Noukpo et al., 2016).

La méme approche a été¢ utilisée pour déterminer un biomarqueur d’exposition
spécifique aux piqires des Adedes. Ainsi la réponse IgG anti peptide Nterm-34 kDa d’Aedes
aegypti a été déterminée comme un biomarqueur d’exposition au piqlre d’4edes, donc pour
évaluer le risque de transmission des arboviroses. La pertinence de 1'utilisation des réponses Ac
IgG anti Nterm-34 kDa comme biomarqueur d'exposition aux piqlres d'dedes a d'abord été
testée dans les zones rurales du Bénin (Afrique de 1'Ouest). Les réponses IgG ont montré des
variations saisonniéres significatives au cours de I'¢tude. En effet, des réponses IgG ont été
détectées chez 29% des enfants pendant la saison séche, alors que ce pourcentage atteignait
99% pendant la saison des pluies (saison de grande exposition aux 4edes). En outre, le niveau
médian des réponses Ac IgG a augmenté de manicre significative entre la saison seéche et la
saison des pluies (Elanga Ndille et al., 2012). Dans une autre étude, le niveau de la réponse IgG
spécifique au peptide Nterm-34kDa a ¢été évalué chez des individus vivant en milieu urbain a
Vientiane au Laos (Asie) et a été comparé au risque de transmission du virus de la Dengue.
Tout comme la prévalence d’infection du virus de la dengue (IgM anti-DENV), I’intensité des
réponses IgG semblait diminuer avec le degré d’urbanisation de la ville (Ndille et al., 2014) ;
les zones les moins urbanisées présentaient un risque de transmission plus grand comparé a
celle plus urbanisées.

D’autres études ont pu mettre en évidence sa pertinence en tant que candidat biomarqueur pour
¢valuer le risque de transmission des maladies transmises par les moustiques du genres Aedes
en milieu rural dans une zone a forte densité agricole en Cote d’ivoire (Yobo et al., 2018) et
pour évaluer 1’efficacité des stratégies de lutte anti-4edes (Elanga Ndille et al., 2016). Cette
derniére étude, réalisée sur 102 individus de I’ile de la Réunion montre une rapide et drastique
baisse des niveaux de réponses Ac IgG anti-Nterm 34 kDa au bout de seulement 15 jours apres
implémentation des méthodes de lutte anti vectorielles (élimination des potentiels gites et
pulvérisation d’insecticide). Cette baisse des réponses IgG semble étre corrélée avec la densité

des moustiques (méthodes entomologiques) et persister aprés la mise en place des méthodes
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utilisées pour réduire la densité des vecteurs (Elanga Ndille et al., 2016).
Dans I’ensemble ces résultats semblent démontrer que la réponse IgG anti-peptide Nterm-
34kDa représente un candidat pertinent pour évaluer I’exposition des populations aux piqlres
des Aedes, et donc du risque de transmission des arboviroses.

Comme pour la plupart des arthropodes hématophages, les moustiques du genre Culex
(Cx.) ont la capacité de se nourrir aussi bien sur ’homme que sur les animaux
Plusieurs études évaluant la réponse anticorps anti-salive des moustiques du genre Culex
comme biomarqueur potentiel pour évaluer 1'exposition a Cx. quinquefasciatus ou Cx. pipiens
ont été réalisées en utilisant les EGS (Bakli et al., 2014; Wongkamchai et al., 2010; Wanasen
et al., 2004; Malafronte et al., 2003). Ainsi dans le but de définir un biomarqueur
immunologique permettant d’évaluer ’exposition aux moustiques du genre Culex, une
démarche similaire a celle utilisée pour Anopheles et Aedes a été adoptée.
La protéine allergene 30kDa (gi | 170033701) a été sélectionnée. Cette protéine appartient a
une famille de protéines (30-kD/GE-rich/Aegyptin protein family) hautement immunogene,
induisant une réponse IgE chez les personnes exposées aux Aedes (Opasawatchai et al., 2020),
et une réponse IgG chez celles exposées aux Culex (Peng et al., 1996a) Les études de
transcriptomique/protéomique des Culicinae et d’Anophelinae ont revélé qu’elle est commune
a Cx. Quinquefasciatus (Ribeiro et al., 2004), Ae. aegypti (Ribeiro et al., 2016) et Anopheles
sp.(Cornelie et al., 2007). La comparaison de la séquence de la protéine 30kDa de Cx
quinquefasciatus avec les homologues dans le phylum des Arthropodes a montré, en dehors des
especes de Culex, un maximum d’homologie de 36% et 39% avec Ae. albopictus et avec Ae.
aegypti, alors qu’une homologie de 34% a été trouvé avec Anopheles. Produite sous forme
recombinante les auteurs ont pu évaluer si la réponse IgG spécifique a cette protéine ainsi
qu’aux extraits totaux de Culex quinquefasciatus permettrait d’évaluer le niveau d’exposition
aux piqlres de ce moustique vecteur. Par ailleurs, au cours d’une étude multidisciplinaire menée
aupres d’enfants agés de 1 a 14 ans exposés différemment a Cx. quinquefasciatus, les données
ont montré que les enfants vivant dans les villages fortement exposés (taux agressivité
moyen: 10,2 piqiires’/homme/nuit) avaient une réponse IgG significativement plus élevée aux
Ag salivaires (protéine 30 kDa et EGS) que les enfants vivant dans le village témoin ou trés peu
de Culex ont été capturés (taux agressivité moyen: 0,2 piqire/homme/nuit). Aucune différence
significative n'a été notée dans les réponses immunitaires entre les groupes d'age et le sexe,
tandis que l'utilisation d'une moustiquaire était associée négativement a la réponse IgG aux 2
types d’Ag salivaires.

Ces résultats suggerent que la réponse IgG aux extraits de glandes salivaires de Culex peut
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représenter un proxy de I’exposition ; cependant, la spécificité du genre Culex doit étre évaluée

plus en profondeur.
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1. Objectifs

1.1 Objectif Général

L’objectif général de cette these est d’étudier, chez les populations humaines résidant
en zones d’endémie pour le paludisme, les effets de I’exposition aux piqlres des moustiques
(Anopheles, Aedes et Culex) et a leurs propriétés immunomodulatrices sur la réponse immune

anti-Plasmodium impliquée dans la protection contre le paludisme.

1.2 Objectifs spécifiques

Notre objectif principal se décline en deux étapes essentielles pour la compréhension de
I’influence de 1’exposition aux piqlres de moustiques sur la réponse Ac anti-Plasmodium..
L’¢étude d’une cohorte spécifique a chaque étape a permis de décliner les objectifs spécifiques
suivants:

1. Etudier I’influence de I'exposition aux piqires des Anopheles sur la réponse immune

humorale anti-Plasmodium acquise apres l'infection : analyse transversale.

2. Etudier I’influence de ’exposition aux piqtires des Anopheles et Aedes sur la dynamique

de la réponse immune humorale acquise apres 1'infection : analyse longitudinale.

2. Cadre de travail de la thése et Financement

Les travaux de cette thése constituent une contribution a 1’étude des relations
immunologiques Homme-vecteur au cours des maladies transmises par les moustiques. Cette
these a été effectuée au sein de I’équipe IHVEC (coordinateur : Franck Remoué) ("Immunology
of Human Vector Contact") de ’'UMR MIVEGEC (IRD, CNRS, Universit¢ de Montpellier).
Les objectifs de ce projet sont d’identifier des biomarqueurs immuno-sérologiques d’exposition
de ’'Homme aux piqires des insectes vecteurs et d’étudier les effets de I’immunomodulation
induite par les piqlires des moustiques, sur les réponses immunes anti-Plasmodium et des
conséquences sur la transmission du paludisme. Elle a été réalisée dans différents instituts et
laboratoires en Afrique et en Europe : a I’Institut Pierre Richet de Bouaké / Institut National de
la Santé Publique (IPR/INSP) a Bouaké en Cote d’Ivoire, et a la Délégation Régionale Occitanie
IRD de Montpellier en France.
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Les travaux de cette thése ont ét¢ réalisés suivant une approche immuno-épidémiologique a
partir de prélévements sanguins collectés au cours de deux études, transversale pour 1’une et

longitudinale pour I’autre, réalisées dans le cadre des projets suivants :

Le projet « EvaPalCI » : Evaluation du Paludisme en Cote d’Ivoire (Coordinateur:
M.A. Adja (IPR/INSP), correspondant IRD: F. Remou¢) est une étude multidisciplinaire visant
a évaluer le risque de transmission du paludisme dans la ville de Bouaké par I’utilisation
d’indicateurs multidisciplinaires prenant en compte les aspects socio-anthropologiques,
géographiques, entomologiques, épidémiologiques, parasitologiques et immunologiques de
I’infection et de ses risques. Les études ont été financées par I’IRD dans le cadre des projets
« Jeune Equipe Associée a 'IRD » et réalisées enticrement a Bouaké au centre de la Cote
d’Ivoire (2013-2016). La population d’étude était issue de 3 quartiers urbains (Kennedy quartier
résidentiel, N’gattakro et Dar-es-salam quartiers non-résidentiels et de 2 villages situés a la
périphérie de la ville de Bouaké (Petessou et Allokokro) (Figure 19). Ce projet a porté sur un
ensemble de 801 enfants (6 mois a 14 ans) sur ’ensemble de 2 enquétes transversales. Dans
chaque site, 2 passages ont été réalisés : un passage au milieu de la saison des pluies (aotlit 2014)
et un passage en fin de saison séche (mars 2015). A chaque passage, des données socio-
anthropologiques, géographiques, entomologiques, cliniques et parasitologiques (goutte

épaisse et prélevements sanguins) ont été collectées.
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Figure 19: site d'étude du projet JEAI-EvaPalCI

Le projet « PalEvalut » : Evaluation opérationnelle de la lutte intégrée contre le
paludisme ; Principal investigateur : Dr Christophe Rogier ; financement Initiative 5% -
Expertise France. Ce projet vise a mettre au point et a évaluer des méthodes et des indicateurs,
regroupés dans une « boite a outils multidisciplinaires », qui permettraient d’évaluer I’efficacité
opérationnelle des méthodes de lutte contre le paludisme. Pour atteindre ces objectifs, une
approche multidisciplinaire regroupant des expertises épidémiologiques, entomologiques,
parasitologiques, immunologiques, socio-anthropologiques et économiques, a été mise en
place. En Cote d’lIvoire, le projet PalEvalut s’est déroulé dans le district sanitaire de Bouaké
sous la supervision de Dr Alphonsine Koffi (PI Pays). Cette ville a été sélectionnée par le projet

et le PNLP (Programme National de Lutte contre le Paludisme) pour son intérét
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épidémiologique (transmission, diversit¢ de méthodes de lutte mises en ceuvre, paludisme
urbain) et anthropologique (particularités culturelles).

Au sein du projet PalEvalut, une étude a été¢ menée afin d’étudier 1’efficacité et la tolérance des
associations artésunate/amodiaquine et artéméther/luméfantrine dans le traitement du
paludisme simple a Plasmodium falciparum (é¢tude Sens-Vivo). Dans ce cadre, 120 personnes
présentant un acces palustre non compliqué ont été traitées par un antipaludique (suivant les
recommandations du PNLP) et suivies régulierement pendant 42 jours (6 semaines). Des

données cliniques et prélévements biologiques ont été collectés dans le cadre de cette étude.

Le choix de la ville de Bouaké pour la réalisation des études JEAI EVAPAL-CI et
PALEVALUT répond a plusieurs criteres : la zone de Bouaké présente des facies différents et
complementaires au niveau de la transmission du paludisme (entomologie, parasitologie) ;
plusieurs études antérieures ont été réalisées a Bouaké avant la crise socio-politique de 2002 et
Bouaké est I’une des villes qui a cristallisée toutes les tensions, car étant une zone
d’affrontement. Trés peu de données ont été recueillies sur 1’état de la transmission du
paludisme a Bouaké depuis le début de cette crise. Or, les conditions environnementales ont été
fortement bouleversées par la guerre. En outre cette ville est le chef-lieu de la région du Gbéke.
Bouaké est la seconde ville de Cote d’Ivoire aprés Abidjan (la capitale économique) avec plus
de 54200 habitants. Sa population est trés hétérogéne composée d’autochtones Baoulé,
d’allogénes ivoiriens (principalement les Dioula). On note également la présense d’une forte
communauté de ressortissants africains, provenant pour 1’essentiel des pays limitrophes (Mali,
du Burkina-Faso et de la Guinée). La ville de Bouaké est située au centre de la Cote d’Ivoire a
environ 350 km d’Abidjan. Le paludisme y sévit de facon endémique et sa transmission est
assurée par deux vecteurs : An. gambiae et An. funestus (Dossou-Yovo et al., 1998). Le vecteur
An. gambiae assure une transmission permanente alors que An. funestus assure une transmission
saisonniere sur 4 ou 5 mois. La transformation de nombreux bas-fonds qui parcourent la ville en
périmetres de riziculture a entrainé un élargissement des bandes humides exploitables avec pour
conséquence la création de gites larvaires favorables a An. gambiae. Ce dernier assure une
transmission permanente du paludisme dans de nombreux quartiers de la ville. La ville est
composée de plusieurs quartiers et de quelques villages périphériques. La plupart de ces
villages sont engloutis par certains quartiers de la ville du fait de la forte démographie et de
I’urbanisation rapide. Située dans une zone de transition climatique, Bouaké fait apparaitre,

d’une année a I’autre, 2 ou 4 saisons : une saison chaude, séche et non pluvieuse (novembre a
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février) ; une saison chaude, humide et pluvieuse (mars a juin) ; une saison fraiche, humide et
peu pluvieuse (juillet & ao(it) ; une saison fraiche, humide et pluvieuse (septembre et octobre).
Les pluies s’étalent généralement de Mai a Novembre et la saison seche le reste de I’année. Les
moyennes pluviométriques annuelles oscillent entre 1000 et 1200 mm. La température varie
peu au cours de 1’année, avec des moyennes de 28 a 32° C. L’humidité relative annuelle se situe
entre 75 et 90% (Dossou-Yovo et al., 1999). L’espace urbain est parcouru par de nombreux
petits cours d’eau, ce qui fait que tous les quartiers de la ville, a I’exception du centre

commercial, sont traversés ou limités par des rubans de bas-fonds humides.

3. Financements

Ce travail de thése n’aurait pu étre mené a bien sans le soutien financier de la fondation
Méditerranée Infection qui m’a octroy¢ une allocation doctorale (Décembre 2017-Mars 2021).
L’ensemble des travaux de laboratoire a été réalis¢ également grace au financement du groupe
IHVEC, et la mise a disposition d’antigenes de Plasmodium par S. Longagre (Vaximax, France)
pour avoir fourni la protéine recombinante PMSP1p19, E.J. Remarque (Biomedical Primate
Research Centre, Rijswijk, Pays-Bas) pour la protéine recombinante PfAMAI1, Michael
Theisen (Statens Serum Institut, Copenhague, Danemark) pour les protéines recombinantes
PfGLURP et PAMSP3 et L. Almeras (Unité Parasitologie et Entomologie, Institut de Recherche
Biomédicale des Armées, Marseille, France) pour la protéine salivaire recombinante 30 kDa
de Culex quinquefasciatus. J’ai par ailleurs obtenu un financement aupres du Laboratoire Mixte

International LAMIVECT pour I’étude portant sur le projet Sens Vivo.
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Chapitre I : Influence de I’exposition des moustiques Anopheles sur la réponse anticorps

anti-Plasmodium falciparum : analyse transversale.

Description de I’étude

Cette premicre étude a été réalisée dans le cadre du projet dénommé JEAI-EvaPalClL.
Dans le cadre de ce projet de these, cette cohorte nous a permis de mesurer quantitativement
les réponses IgG et isotypiques IgG1 et IgG3 spécifiques a 2 Ags de P. falciparum PfAMALI et
PMSPI par la méthode ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) au laboratoire de
I’Institut Pierre Richet (IPR-INSP) dans une sous-cohorte regroupant 95 enfants agés de 0 a 14
ans non infectés au cours de la saison des pluies. Nous nous sommes focalisés sur les enfants
non parasités afin d’éviter le biais di a Dlintensité d’infection en cours. Les profils
immunologiques de ces individus ont alors été comparés en fonction de leur niveau d’exposition
aux piqures des Anopheles, et Culex. L’exposition des enfants a ces moustiques a été évaluée
par 2 méthodes différentes et complémentaires : 1- au niveau populationnel (captures
entomologiques ; niveau d’exposition dans le quartier) et 2- au niveau individuel par
I’utilisation de biomarqueurs immunologiques d’exposition aux piqilires des Anopheles (réponse
IgG spécifique au peptide salivaire d’An. gambiae gSG6-P1). Cette cohorte offrait I’opportunité
d’évaluer I’influence de I’exposition aux Anopheles et des autres Culicidae présents sur les
caractéristiques de la réponse immune humorale acquise anti-Plasmodium falciparum a un
temps donné, en comparant les profils immunologiques de chaque Ag de Plasmodium
falciparum en fonction de leur niveau d’exposition a Anopheles, en prenant en compte les autres
facteurs démographiques.

Les résultats issus de nos différentes analyses ont fait I’objet d’un article scientifique

publié en 2020 dans la revue Malaria Journal.
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Abstract

Background: In malaria-endemic areas, human populations are frequently exposed to immunomodulatory salivary
components injected during mosquito blood feeding. The consequences on pathogen-specific immune responses
are not well known. This study evaluated and compared the humoral responses specific to merozoite stage vaccine
candidates of Plasmodium falciparum, in children differentially exposed to Anopheles bites in a natural setting.

Methods: The cross-sectional study was carried out in Bouaké (Cote d'Ivoire) where entomological data and blood
samples from children (0-14 years) were collected in two sites with similar malaria prevalence. Antibody (IgG, IgGT,
IgG3) responses to PAAMAT and PMSP1 were evaluated by ELISA. Univariate and multivariate analysis were performed
to assess the relationship between the immune responses to R, falciparum antigens and exposure to Anopheles bites
in the total cohort and in each site, separately. The individual level of exposure to Anopheles bites was evaluated by
quantifying specific IgG response to the Anopheles gSG6-P1 salivary peptide, which represents a proxy of Anopheles
exposure.

Results: The anti-Plasmodium humoral responses were different according to the level of exposure of children, with
those highly exposed to Anopheles presenting significantly lower antibody responses to PAMSP1 in total popula-

tion (lgG and IgG3) and in Petessou village (I9G, IgG1, IgG3). No significant difference was seen for PFAMA1 antigen
between children differently exposed to Anopheles. In Dar-es-Salam, a neighbourhood where a high Culex density was
reported, children presented very low antibody levels specific to both antigens, and no difference according to the
exposure to Anopheles bites was found.

Conclusion: These findings may suggest that immunomodulatory components of Anopheles saliva, in addition to
other factors, may participate to the modulation of the humoral response specific to Plasmodium merozoite stage
antigens. This epidemiological observation may form a starting point for additional work to decipher the role of mos-
quito saliva on the modulation of the anti-Plasmodium acquired immunity and clinical protection in combining both
field and ex vivo immunological studies.

Keywords: Plasmodium falciparum, Malaria, Immunity, Salivary proteins, Anopheles, Exposure, Immunomodulation
u
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age in sub-Saharan Africa. Substantial reductions in the
global burden of malaria were noted during the past two
decades but progress has stagnated. In 2017, the World
Health Organization (WHO) estimated that 219 million
cases of malaria occurred worldwide, an increase of 2
million from the previous year [1]. Malaria elimination
efforts are threatened by the emergence of the resistance
of Plasmodium falciparum to anti-malarial drugs [2], by
increasing and widespread mosquito vector resistance
to insecticides [3], and by the lack of an effective vaccine
conferring strong protective immunity to infection [4].

In malaria-endemic areas, human populations develop
natural immunity against P. falciparum that can lead to
premunition. This acquired protective immunity takes
years to develop after repeated exposure to Plasmodium
parasite, is relatively short-lived, and is partially effective.
It can efficiently control malaria parasite infection lead-
ing to a decline in clinical malaria since low parasitaemia
mostly persists in the presence of circulating antibodies
(Abs). Protective immunity is largely mediated by specific
Abs, including immunoglobulin G (IgG) and cytophilic
sub-classes (IgG1 and IgG3) [5], that mostly target the
P. falciparum blood-stage antigens (Ags), such as apical
membrane antigen 1 (PfAMAL1) [6], merozoite surface
protein 1 and 3 (PfMSP1, PMSP3) (7, 8], and glutamate-
rich protein (PfGLURP) [9, 10].

Malaria vaccines currently under development aim to
prime such protective responses, particularly in young
children and infants. To date, varying formulations of
PfAMA1 and PfMSP1 account for the majority of the
vaccines that have reached the clinic [11], except the pre-
erythrocytic vaccine RTS,S/AS01, based on circumsporo-
zoite protein (CSP) from the sporozoite stage. RTS,S is
the most promising malaria vaccine, reaching phase 3 in
a clinical trial and approved for use by European regula-
tors in 2015 (Mosquirix ). Modest but significant het-
erogeneity between individuals regarding the efficacy of
infection-blocking vaccine was seen across sites, ranging
from 40 to 77% [12].

Immune responses are complex traits and vaccine
development requires extensive knowledge of the pro-
cesses and of the determinants that modulate immune
responses in human populations. The effect of age,
genetic factors, pathogen co-infection, and nutritional
status have been more intensively explored and are rec-
ognized to influence anti-Plasmodium Ab responses and
to have some association with malaria clinical protection
[13-15].

Environmental factors as chemical, biological and
physical factors may also influence immunity activity [16]
and vaccine responses [17]. Environmental exposure can
drive epigenetic modification which allows for adaptative
immune-T cell activation [18] and memory responses
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[19] as well as exposure to immuno-toxic or -modula-
tory activities that can altered immune functions. Inter-
estingly, few studies showed that Ab responses to certain
specific vaccines (pneumococcal, rabies, and typhoid
vaccines) may be influenced by month of vaccine admin-
istration [20] suggesting that seasonally variable environ-
mental Ags may have a co-stimulatory effect on immune
responses. Changing temperature, diurnal exposure to
sunlight, food availability, and exposure to infectious
agents may be part of the different season environmental
factors that may act on the immune system. In malaria-
endemic areas, human populations are repeatedly
exposed to salivary components of blood-feeding mos-
quitoes that possess a variety of pharmacologically active
biomolecules with anti-haemostatic, anti-inflammatory,
and immunomodulatory properties to counter the host
defense responses activated during a blood meal [21].
There is now evidence that co-injected saliva has immu-
nomodulatory properties, and studies support a role for
mosquito saliva in enhancing pathogen transmission via
the modulation of Th1/Th2 immune responses [22, 23].

Experimental studies across a wide range of arthropods
and their associated pathogens indicated that, gener-
ally, insect saliva enhances infection by orientating the
immune response of the vertebrate toward a Th2 profile,
whereas prior repeated exposure to uninfected bites leads
to the development of a Thl response with a decrease
in infection severity [24, 25]. A more recent study in
humanized mice suggests that a mixture of Thl and Th2
responses are upregulated by mosquito saliva and can
last for several days in the skin and bone marrow [26].
Most of studies have been performed in murine models
and it is obvious that the investigation of this question in
human populations from endemic settings is much more
complicated. Relatively few studies have investigated the
effects of mosquito saliva on human cells ex vivo [27]
and on cytokine production from human cells following
stimulation with mosquito saliva [28-30]. Altogether,
it suggests that human immune response to mosquito
saliva is significant and complex: mosquito saliva alters
the frequencies of several immune cell populations and
cytokine production, in multiple tissues, at several times
after blood feeding [26].

The immune microenvironment initiated by arthro-
pod salivary components in the vertebrate host may have
consequences for the development of specific immune
response against pathogens. So far, few studies have
investigated specifically this assumption. Two independ-
ent experimental studies suggested that mice exposed
either to Anopheles or to tick feeding showed a down-reg-
ulated Ag-specific immune response compared to naive
mice (model Ag=ovalbumin and BSA, respectively) [31,
32]. Studies extending this approach from murine to
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natural infection in humans living in malaria-endemic
settings are challenging but required. Previous studies
showed that acquired anti-Plasmodium 1gG responses in
children differed in two geographic areas where the level
of exposure to Anopheles vectors was markedly differ-
ent [33]. Sarr et al. showed a modulation of the balance
of cytophilic Ab responses to parasite Ags according to
the level of exposure of children to Anopheles bites. High
exposure to Anopheles bites seemed to down-regulate
the protective IgG1 Ab responses to whole Plasmodium
extracts and to CSP Ag, whereas specific IgG3 responses
were similar for the two Plasmodium Ags in villages
exposed to either low or high levels of Anopheles bites
[34].

The aim of the present study was to evaluate and com-
pare the immunological profiles of IgG, IgG1, and IgG3
responses specific to PAAMA1 and PfMSP1 vaccine can-
didates, in children differentially exposed to Anopheles
bites in a natural setting. Interestingly, the intensity of
Anopheles exposure was assessed at an individual level
by evaluating the IgG level specific to the Anopheles gam-
biae gSG6-P1 salivary peptide. For the last decade, new
immune-epidemiological tools have been developed that
aimed at evaluating the level of exposure to mosquito
bites at population and individual level [35]. These inno-
vative tools are based on the measure of human anti-
body responses to salivary proteins of arthropod vector
injected during the bite. As far as the Anopheles genus
is concerned, the IgG response to the gSG6-P1 peptide
(An. gambiae Salivary Gland Protein-6 peptide 1) of An.
gambiae saliva has been identified and validated as a
pertinent biomarker of Anopheles bites [36—38]. It repre-
sents a proxy of human exposure to Anopheles bites and
is a reliable tool for assessing spatial and temporal het-
erogeneity of exposure at the individual level [35]. The
gSG6-P1 salivary peptide is specific to the Anopheles
genus, antigenic, easy to synthesize and highly conserved
between Anopheles mosquitoes.

Methods

Ethics statement

The present study followed the ethical principles accord-
ing to the Helsinki Declaration, and was approved by
the Ethics Committee of the Ministry of Health of Cote
d’Ivoire (June 2014; No. 41/MSLS/CNER-dkn). Site lead-
ers provided prior permission to survey on each site
and informed consent was obtained from all parents or
guardians of children.

Study sites and population

The study was conducted in Bouaké (7° 69 N, 5° 03 W)
located in the centre of Cote d’Ivoire. The study area,
study design, and local malaria epidemiology have been
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previously described in detail [39]. Briefly, the climate
is tropical humid with two seasons: the dry season runs
from November through March, and the rainy sea-
son occurs from April to October. The rainy season is
marked by two maximum rainfalls, one in June and one
in September, with an average annual rainfall of between
1000 and 1600 mm. In this area, malaria transmission is
intense with P. falciparum the major parasite species [40]
and An. gambiae sensu lato (s.1.). the major vector [41].

The initial cohort consisted of 212 children aged
from 6 months to 14 years from two sites (a sub-set of
a cohort of 508 children from 5 sites [39]) and enrolled
in a cross-sectional study which was carried out during
the rainy season (August 2014). Households and children
were randomly selected and sociological, geographical,
entomological, and clinical data were collected. Chil-
dren’s axillary temperature was measured, and thick films
and blood smears were performed for all participants
to determine parasite density and Plasmodium species.
Thick blood smears were fixed and stained with 10%
Giemsa and read at double blind by certified microsco-
pists. Asexual parasite densities were counted against 200
microscope fields white blood cells assuming 8000 white
blood cells per microlitre. A blood smear was considered
negative if no parasites were observed. For quality con-
trol, 10% of slides were re-read by blind expert reader.

The present study was carried out on a sub-sample of
the initial cohort and consisted of 95 uninfected children
aged from 6 months to 14 years from two sites, Dar-es-
Salam (a neighbourhood of Bouaké city) and Petessou
(a village near Bouaké). Only 76 children were included
in the final analysis, after having defined the groups of
exposure to Anopheles (see below).

For immunological assays, blood samples were col-
lected at the fingertips in microtainer tubes (microvette
500 serum-Gel Starstedt, Marnay, France) and sera were
obtained after centrifugation at 3000 rpm for 10 min.
Sera were fractionated into aliquots and then frozen at
—20 °C until used.

Mosquito collection

Adult mosquitoes were collected in June and September
2014, as described [39]. In each of the two sites, six catch-
ing points, three indoor and three outdoor were used to
collect mosquitoes by landing catches on adult volun-
teers for two consecutive nights (from 18.00. to 06.00).
Adult mosquito catchers gave prior informed consent
and received yellow fever vaccination and anti-malarial
chemoprophylaxis as recommended by the National
Malaria Control Programme. Adult mosquitoes were col-
lected, counted and their species were morphologically
classified at the laboratory. The human biting rate (HBR)
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of each mosquito species was calculated as the average
number of mosquitoes collected per person per night.

Measurement of human IgG antibody level for g5G6-P1
salivary antigen

Human IgG level against the gSG6-P1 salivary antigen of
An. gambiae was measured by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). Briefly, 96-well Maxisorp micro-
assay plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with
gSG6-P1 salivary antigen (GPS 1216, Genepep, Saint Jean
de Védas, France) at a concentration of 20 pg/mL in phos-
phate buffered saline (PBS) using 100 ul/well and incu-
bated at 37 °C for 2 h 30. Plates were blocked for 1 h with
200 pL of protein-free blocking buffer, pH7.4 (Thermo
scientific, Rockford, USA). The plates were then washed
and sera were incubated in duplicate wells at 4 °C over-
night at 1/320 dilution in PBS containing 1% of Tween 20
(1%-PBST). Mouse biotinylated Ab to human IgG (BD
Pharmingen, San Diego CA, USA) was incubated at a
1/4000 dilution in 1%-PBST (1 h 30 at 37 °C) and Extra-
vidine biotine peroxydase (Amersham, les Ulis, France)
was then added (1/20,000; 1 h at 37 °C). Colorimetric
development was carried out using ABTS (2.2'-azino-
bis (3 ethylbenzthiazoline 6-sulfonic acid) diammonium;
Sigma, St Louis, MO, USA) in citrate buffer (Sigma, pH4,
containing 0.003% H,0,) and the optical density (OD)
was read 2 h later at 405 nm.

Individual results were expressed as the AOD value:
AOD =0Dx-ODn, where ODx represents the mean of
individual optical density (OD) value in both wells with
gSG6-P1 antigen and ODn the individual OD value for
each serum without gSG6-P1 antigen.

Children were separated into 2 groups of exposure
according to their IgG level to the gSG6-P1 peptide.
The mean value of the total population (AODgsqe.p
mean=1.25) was determined as the threshold, and
individuals (n=17) presenting AOD,¢5¢p; mean=+0.1
(1.15<ODyg6.py < 1.35) have been withdrawn to clearly
define 2 groups of individuals differently exposed to
Anopheles. This results in a ‘low exposure group’ group-
ing individuals with AOD¢6.p; <1.15 and a ‘high expo-
sure group’ with individuals with AOD g p; > 1.35, from
either Petessou or Dar-es-Salam site.

Measurement of human IgG, IgG1 and IgG3 antibodies

for PFAMA1 and PfMSP1

IgG, IgG1 and IgG3 level to PAAMAL1 and PfMSP1 (PfM-
SP1p,,) recombinant proteins were measured by indirect
ELISA as previously described [9]. Briefly, 96-well Max-
isorp micro-assay plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were
coated with PFAMAL1 and PMSP1 recombinant proteins
at a final concentration of 1 pg/ml in coating buffer (PBS
with red phenol 0.001%) and incubated at 4 °C overnight.

Page 4 of 12

The plates were blocked with skimmed milk buffer (5%
milk powder in PBS 0.1% Tween 20 (0.1%-PBST) for
1 h at room temperature. Individual sera were diluted
in buffer (1% milk powder in 0.1%-PBST) and added in
at a final dilution (1/750 for IgG, 1/200 IgG1 and 1/50
for 1gG3) for PAMSP1 and (1/7500 for IgG, 1/3000 IgG1
and 1/100 for IgG3) for PfAMAIL. Optimal dilutions
were determined after several preliminary experiments.
Plates were then incubated for 1 h at room temperature
with 100 pl/well of HRP-conjugated goat anti-human
IgG (Frederick, USA), IgG1 and IgG3 (Binding Site, Bir-
mingham, UK) diluted respectively for PAMSP1 (1/7500;
1/2000 and 1/1000) and for PFAAMAL (1/5000; 1/2000
and 1/1000) in skimmed milk buffer (1% milk powder in
0.1%-PBST). TMB (Eco Tek, Kuldysen 10, Denmark) was
used as a substrate and the reaction was stopped by the
addition of 0.2 M H,SO, (100 uL/well). The OD was read
after 30 min at 450 nm. Individual results (AOD) were
expressed as above: AOD =ODx-ODn, where ODx rep-
resents the mean of individual OD value in both wells
with P. falciparum antigen and ODn the individual OD
value for each serum without antigen.

Data management and statistical analysis

Chi? test was used to compare Plasmodium prevalence
and HBR between the two studied sites. As antibody lev-
els were not normally distributed, nonparametric tests
were used for analyses. A Wilcoxon rank-sum test was
used for comparison of Ab levels between two independ-
ent groups. Linear regression was performed to compare
Ab levels according to age of participants. Generalized
linear model (GLM) was used to assess the relationship
between the Ab titres specific to P falciparum antigens
and covariate factors (age, site and group of exposure).
All statistical analysis was done using Prism version 5.0
(Graph Pad Software, San Diego, CA, USA) and R soft-
ware (Version 3.3.3; R Core Team, Vienna, Austria). All
differences were considered as significant at p value<0.05.

Results

Study population characteristics, parasitological

and entomological data

Population demographic (gender ratio and mean age),
parasitological (prevalence and geometric mean of P fal-
ciparum density), and entomological data are presented
for the initial and the study cohorts, according to the
two study sites, in Table 1. In the initial cohort (n=212),
no significant difference was observed in P. falciparum
prevalence (56.6 and 54%, respectively, x*>=0.057, df=1,
p=0.811) and in parasite density in infected children
(geometric mean (log 10) 3.5 parasites/ul and 4.6 para-
sites/pl, respectively, p=0.079) between Petessou and
Dar-es-Salam sites.
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Table 1 Characteristics of study population: demographic, parasitological, and entomological data
Site Dar-es-Salam Petessou Total P
Initial cohort
n 99 113 212 -
Thick blood smears
Negative (%) 43 (434) 52 (46.0) 95 (44.8) 0.706
Positive (%) 56 (56.6) 61 (54.0) 117 (55.2) 0811
Parasite density”
Geometric mean (min-max) 3.55(2.93-4.29) 4.58 (3.72-5.64) 3.18 0.079
Human biting rate (BHN)
An.gambiae 2 78 - i
Culex s.l. 81 1 - o
Study cohort®
n 35 41 76 -
Gender ratio (male/female) 0.94(17/18) 0.95 (20/21) 0.95 (37/39) 0.98
Mean age (years, 95% Cl) 6.5 (54-7.6) 7.2 (6.3-8.2) 6.9 (5.9-7.9) 035
IgG to gSG6-P1¢
Low exposure group 0.73 (0.61;0.90) 0.97 (0.74;1.08) - 0.071
High exposure group 1.84(1.61,2.11) 1.45 (1.38;1.62) = 0.001
n number of children, BHN bites/human/night
? Parasite density is expressed as log10 of the number of parasites per uL
b Study cohort is composed of uninfected children with AOD 55451 < 1.15 0r AOD 5541 > 1.35
€ Anti-gSG6-P1 IgG median value (25th; 75th percentile); ***p <0.001
Table 1 presents the entomological data collected in 8
each study site. The HBR of An. gambiae was signifi-
cantly higher in Petessou than in Dar-es-Salam, with 78 ” T
bites per human per night (BHN) and 2 BHN reported, &
respectively. In Petessou, other Ar’topheles species were = 2l ® High exposure group
captured in much lower proportion: Anopheles phar- &
oensis (1.8 BHN), Anopheles funestus (0.3 BHN) and 8
Anopheles welcomei (0.17 BHN). The HBR of other major b
nocturnal mosquitoes (Culex spp.) was much higher in 8 R i
Dar-es-Salam than in Petessou, with 81 BHN reported in " ocgele
Dar-es-Salam whereas almost no Culex was collected in f:?; Low exposure group
Petessou. %
In this study, only the non-infected children residing 6 B |
in the two sites (=43 from Dar-es-Salam and n=>52 : 7 . ' A
X Fig. 1 lgG response to An. gambiae gSG6-P1 salivary peptide in all
from Petessou) were selected. The gender ratio (p=0.98) uninfected children. Dot plots show the individual specific IgG level
and mean age (p=0.35) of the sub-set of children were to gSG6-P1. Bar indicates the mean value, the grey dot line indicates
not significantly different between the two study sites the cut-off value of seropositivity and the blue dot lines represent
(Table 1). the AODys56p Mean iO_‘] that éllgw to dgﬁne the two groups of
The specific IgG level 6o thip gSG6-P1 salivary pep- expo_sure to Anopheles bites. lndfvud_uf’a!s with _AODQSG@W <1.15were
3 : : ; considered as low exposed and individuals with AOD 461> 1.35
tide representing a proxy of the intensity of exposure to were considered as high exposed to Ariopheles bites

Anopheles bites was also assessed in uninfected children
residing in both sites. Children presented a wide range in
AODgg6.p; from 0 to 2.57 (Fig. 1). The median level of
IgG response to the gSG6-P1 peptide was similar in chil-
dren from Dar-es-Salam and Petessou (p=0.129). Chil-
dren were then separated into low or high exposure group
according to their individual AOD g4 p; value. Children

from the low exposure group (AODgsge.p;<1.15) had a
similar IgG median level in Dar-es-Salam and in Petes-
sou sites (p=0.071), which indicated a similar level of
exposure to Anopheles bites for the children from the
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low exposure group from each site. On the contrary, chil-
dren from the high exposure group (AODggge.p;>1.35)
from Dar-es-Salam had a significantly higher IgG median
value than children from Petessou (p=0.001), indicating
that children from the high exposure group from Dar-es-
Salam were higher exposed to Anopheles than did chil-
dren from Petessou.

Univariate analysis of specific IgG, IgG1 and IgG3 levels
and potential covariate factors

Total IgG, IgG1 and IgG3 responses of the participants
to two merozoite (PfAMA1 and PMSP1) P. falciparum
stage antigens were evaluated. Univariate analysis was
used to investigate the relation between specific anti-
Plasmodium Ab responses and demographic factors
(age, gender) and environmental factors (village and
level of exposure to Anopheles bites) in the total cohort
and in each study site, separately. The results presented
in Table 2 showed that the level of the different Ab
responses was not significantly (»>0.05) influenced by
age or gender.

The comparison of the Ab responses between groups
of exposure indicated that a higher exposure to Anoph-
eles mosquitoes was associated with a lower Ab levels
to PMSP1 antigen in the total population and in Petes-
sou, but not in Dar-es-Salam. Indeed, children from the
high exposure group had significantly lower IgG, IgG1
and IgG3 responses specific to PMSP1 compared to chil-
dren from the low exposure group in total population
(p=0.016, p=0.034 and p=0.04, respectively) and in
Petessou (p=0.001, p =0.002 and p=0.03, respectively).
In contrast, difference in Anopheles exposure was not
associated with a statistically significant effect on the lev-
els of Ab responses to PfAMAL1 antigen in the total popu-
lation as well as in each site.

The comparison of Ab responses between site showed
children from Dar-es-Salam presented significant lower
Ab levels to PAAMAL and PMSP1 P falciparum Ags
compared to children from Petessou (all p<0.0001). In
Dar-es-Salam, the median values of Ab responses specific
to both Ags were very low.

Multivariate analysis of specific IgG, IgG1 and 1gG3

responses in total population and in each study site

A multivariate analysis was used to further assess the
relationship between the immune responses to P. falci-
parum merozoite stage antigens and exposure to mos-
quito bites. Age, level of exposure (group of exposure)
and site were used as predictor variables (Table 3). In
a general pattern, children from Dar-es-Salam pre-
sented significantly lower Ab responses to PAMA1 and
PMSP1 than children from Petessou (all p<0.01) and
no association was found between Ab responses to P
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falciparum antigens and age. In the total population, a
negative association was observed between the level of
exposure and the anti-PfMSP1 Ab titres. Indeed children
from the high exposure group presented a significant
lower anti-PfMSP1 IgG (—0.443, p=0.043) and IgG3
(—0.422, p=0.033) titres whereas no association was
found between Ab responses to P/AMAL and groups of
exposure. The same trend was observed only for children
from Petessou, when the analysis was restricted to site.
A higher exposure to Anopheles mosquitoes was associ-
ated with a trend toward decreased of the IgG (—1.02,
p=0.003), IgG1 (—1.09, p=0.006) and IgG3 (—0.653,
p=0.047) responses to PMSP1 antigen only.

Discussion

Evidence now suggested that arthropod vectors on top
of transmitting pathogens may also have roles in facili-
tating transmission and influencing disease evolution
[25]; for instance the immuno modulatory properties of
the co-injected saliva acts both on innate and adapta-
tive immune responses of the vertebrate host [42]. Host
immune responses to arthropod saliva are varied and
complex, and depend both on the host and vector spe-
cies [43]. The present study aimed to investigate the
relationships between specific Ab responses to mero-
zoite stage antigens (PMSP1 and PfAMAL) in children
differently exposed to Anopheles bites in two study sites
in Cote d’Ivoire. Results showed that children higher
exposed to Anopheles bites presented lower IgG, IgG1
and IgG3 responses to PfMSP1 in Petessou. No associa-
tion between the level of exposure and Ab responses to
PfAMA1 antigen was observed.

Exposure to Anopheles bites was investigated via two
complementary methods: at the site scale with ento-
mological indicators (human landing catches (HLC))
and at the individual level by using a serological bio-
marker of exposure based on the quantification of the
IgG response specific to the An. gambiae gSG6-P1
salivary peptide. The two approaches did not give the
same level of information about the exposure to Anoph-
eles bites. HLC method indicates the mean number of
bites that an individual may receive per night. Thus, it
appreciates as an approximate proxy the level of expo-
sure for each Culicidae species at site scale but does
not take into account the inter-individual heterogene-
ity of exposure in natural setting. Indeed, environmen-
tal factors generating hot-spots of exposure (proximity
to breeding sites for example), attraction an individual
exerts on mosquitoes and the use of personal protec-
tion against mosquito bites (such as nets and coils)
suggest that exposure to Anopheles bites can be highly
variable from house to house and also between people
living in the same house. Only the serological approach
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Table 3 Multivariate analysis of specific IgG, IgG1 and IgG3 antibody response levels in children
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Ab response Covariate factors Total population Petessou Dar-es-Salam
Estimate P Estimate P Estimate 14
IgG anti-PMMSP1 Constant 1.240 1488 0.172
Age 0018 0.58 0.069 0.715 —0.005 0.871
Group of exposure (ref =low exposure) —0443 0.043 —-1.02 0.003 0.268 0.232
Site (ref =Petessou) —-0.823 <0.001
IgG1 anti-PMSP1 Constant 1.230 1623 0.245
Age 0.006 0.883 —0.004 0943 —0.012 0.753
Group of exposure (ref = low exposure) —-0397 0.107 —1.09 0.006 0.386 0.148
Site (ref = Petessou) —0.66 0.008 - - - -
lgG3 anti-PAMSP1 Constant 0.951 0.881 0.081
Age 0.057 0.066 0.081 0.154 0.027 0363
Group of exposure (ref =low exposure) —0422 0033 —0653 0.047 -0.126 0496
Site (ref=Petessou) —0895 <0.0001 - - - -
Ab response Covariate factors Total population Petessou Dar-es-Salam
Estimate P Estimate P Estimate P
IgG anti-PAAMA1 Constant —0.025 1.64 0129
Age 0.018 0562 0.044 0416 —0.007 0813
Group of exposure (ref =low exposure) 0.196 0324 0.222 0506 0211 0311
Site (ref =Petessou) - 1.871 <0.0001 - - - -
1gG1 anti-PAAMA1 Constant 0.028 237 0216
Age 0.006 0.87 0.029 0683 —0.008 0813
Group of exposure (ref =low exposure) 0379 0.125 0.557 0.201 0.216 0.366
Site (ref =Petessou) —2576 <0.0001 - - - -
IgG3 anti-PfAMA1 Constant 0.021 142 0.045
Age 0.046 0.167 0.069 0.262 0.014 0.548
Group of exposure (ref = low exposure) —-0279 0.198 —0525 0.174 0.053 0.724
Site (ref =Petessou) — 1462 <0.0001 - - - -

reflects the human-Anopheles contact and integrates
the individual risk factors of being bitten. It provides
for each participant a proxy of the individual level of
exposure to Anopheles bites and thus, is more appro-
priate for reflecting the inter-individual heterogeneity
of exposure in natural setting. Numerous studies have
evidenced the Anopheles gSG6-P1 salivary peptide
represents a reliable and complementary tool to ento-
mological methods for assessing spatial and tempo-
ral heterogeneity of exposure to Anopheles bites at the
individual level [35].

On the basis of comparison of HBR, children from
Petessou had significantly higher exposure to Anoph-
eles bites than did children from Dar-es-Salam, whereas
the comparison of anti-gSG6-P1 1gG level (AOD :4.py
median and range) suggested that exposure to Anopheles
bites was similar between the two sites. In Dar-es-Salam,
the low number of Anopheles female caught during the
entomological surveys may be explained by a low avail-
ability of breeding sites for Anopheles in urban setting.

Anopheles classically like small, open, sunlit, fresh stag-
nant water suggesting a mosaic of isolated pockets of
Anopheles breeding sites in the urban context that may
result of local hot spots of Anopheles exposure that could
not have been identified. As mentioned above, the use
of vector control strategies and/or sociological factors
specific to the urban context may also explain the dis-
crepancies observed between the two approaches [39].
Parasitological data indicated that Plasmodium preva-
lence and density (the gold standard to measure the
transmission of malaria) were similar between the two
sites, thereby suggesting that children were exposed simi-
larly to malaria transmission.

According to their individual anti-gSG6-P1 IgG level,
children were separated into two exposure groups: low
and high group of exposure to Anopheles bites. In the
present study, when applying the cut-off of positivity
(AODs6.p1 =0.204) (44, 45], one individual from Petes-
sou and two from Dar-es-Salam were seronegative indi-
cating that all but three individuals can be considered
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exposed to Anopheles. In addition, the wide range of
AODgse.py values in either Petessou and Dar-es-Salam,
suggested that participants with higher AOD .p; val-
ues were bitten more in comparison to those with lower
AODgs6.p; values and thereby applying a threshold
(mean AODgse.p; £0.1) would stratified the population
in two groups with different level of exposure to Anoph-
eles bites.

IgG, IgG1 and IgG3 levels to PAAMAL and PfMSP1
merozoite stage antigens were compared according to
demographic factors and between groups of exposure. No
statistically significant effect of age (univariate and mul-
tivariate analysis) or gender (univariate analysis) on the
level of Abs specific to PAAMAL and PMSP1 was noted.
According to univariate and multivariate analysis, spe-
cific Ab titres to PMSP1 differed significantly between
groups of exposure in total population (IgG and IgG3)
and in Petessou village (IgG, IgG1 and IgG3). A higher
exposure to Anopheles bites was associated with a signifi-
cant trend toward lower IgG, IgG1 and IgG3 responses
specific to PAMSP1. A higher Ab titres could be expected
in children higher exposed to Anopheles bites and, there-
fore, to malaria transmission. Nevertheless, the epide-
miological observation in the present study is consistent
with studies that reported a down-regulated immune
response to specific Ag in mice exposed to arthropod
saliva compared to naive mice [31, 32]. Exposure to bit-
ing mosquitoes may lead to a modification of the host’s
immune cells and of the balance between Thl and Th2
cytokine production [26]. Several experimental murine
studies showed that Th2 cytokines as IL-4, the inhibi-
tory cytokine IL-10 and the pro-inflammatory cytokine
TNF, were up-regulated after uninfected Aedes, Culex
or Anopheles mosquito bites [31, 46, 47]. The secretion
of the immunosuppressive IL-10 cytokine could increase
the proliferation of T regulatory cells and down-regulate
specific Ab immune response because it inhibits Ag pres-
entation, IFN-y expression, and macrophage activation.
IL-10 has also been involved in the balance of cytophilic
Ab responses [48]. Thus, it is conceivable that the poten-
tial decrease of Ab levels in children higher exposed
may be associated with a lower IL-10 production. This
hypothesis could be assessed by analysing the ex vivo
cytokine production of immune cells from individuals
differently exposed to Anopheles bites.

Only a few epidemiological studies have previously
reported an association between exposure to Anoph-
eles immunomodulatory saliva and acquisition of natural
immunity to Plasmodium in natural settings. Sarr et al.
reported that children with higher exposure to Anopheles
bites presented a down-regulated IgG1 response to whole
Plasmodium extract and to CSP Ag compared to children
lower exposed, whereas no effect was observed for the
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IgG3 isotype response [34]. Dechavanne et al. reported
that an environmental variable (quantitative index related
to the spatiotemporal risk of exposure to Anopheles mos-
quitoes) was significantly associated with high anti-Plas-
modium Ab levels in infants (6—18 month old infants)
[13]. A recent study in malaria elimination context also
showed a positive association between Anopheles expo-
sure and IgG responses to PfCSP and PfMSP1 Ags [49].
Differences observed between studies might be attrib-
uted to the different context of exposure to Anopheles
bites. Indeed, the history and intensity of exposure to
mosquito bites may have different effect on immune sys-
tem, as mentioned in experimental studies that reported
a immunostimulatory effect with low concentrations of
saliva whereas high concentrations were immunosup-
pressive [50]. Human studies in different malaria context
are therefore needed even if challenging, due to numer-
ous co-factors from the parasite, the human-host or envi-
ronment that may modulate human immune system. The
present study was carried out in uninfected children in
order to minimize the antigenic boost of recent infec-
tion, thus the time since previous P, falciparum infection
and rates of antibody decay may also participate in the
differences observed between individuals from different
groups of exposure. This represents a limit to the present
study in addition to the small sample size. Malaria preva-
lence was near 50% in Petessou, thus it could be expected
that individuals were regularly infected by Plasmodium
parasites and that their last infection, symptomatic or
asymptomatic, was recent. Other factors such as genetic
background, co-infections, or nutritional status may also
explain some of the differences in the immunological
profiles observed between the two exposure groups.

No association between groups of exposure to Anoph-
eles bites and humoral responses (IgG, IgG1 and IgG3) to
PfAMA1 merozoite stage Ag was showed. This difference
of effect according to Plasmodium Ags may be due to dif-
ferent intrinsic characteristics to merozoite Ags.

Children from Dar-es-Salam presented low level of
anti-Plasmodium Abs. Parasitological data indicated that
both sites had a similar intensity of malaria transmis-
sion with around 50% of malaria prevalence in the initial
population. This suggests that factors other than parasite
exposure alone may modulate anti-Plasmodium humoral
responses. For example, the effect of human genetic fac-
tors cannot be excluded since the study children did not
belong to the same ethnic group [51, 52]. The population
from Dar-es-Salam is mostly composed of Dioula and
Manding, whereas autochthonous Baoulé live in the rural
village of Petessou. Mosquito saliva is known to contain
close to 100 secretory proteins, and comparative analy-
ses indicated that Culex and Aedes saliva have specific
salivary proteins not found in Anopheles saliva [53, 54].
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The exposure to other mosquito salivary components
with immunomodulatory properties may also partici-
pate in the modulation of the anti-Plasmodium immune
responses. The presence of anthropophilic Culex species
was reported only in Dar-es-Salam site by entomologi-
cal data. Exposure to immunomodulatory components
of Culex saliva may also contribute, in addition to other
factors, to the down-regulation of the immune responses
observed in children from Dar-es-Salam. The avail-
ability of a serological biomarker of exposure assessing
specifically the exposure to Culex spp. bites at the indi-
vidual level would be valuable in multivariate analysis to
strengthen the hypothesis.

Further studies are needed in order to better charac-
terize the effects of mosquito saliva on human immune
system, for example by analysing ex vivo cytokine pro-
duction after stimulation of peripheral blood of mono-
nuclear cells from individuals differentially exposed to
mosquito bites. More evidence on its immunomodula-
tory effects on naturally acquired immunity to Plasmo-
dium has to be provided with field studies in different
epidemiological context.

Immune responses are complex traits and little is
known about the environmental factors modulating
acquired immunity to Plasmodium and premunition
despite its essential role in the clinical outcome of malaria
infections and in the development of vaccine immunity.
Salivary modulators of the immune system could be
prime targets for the development of transmission-block-
ing vaccines. Indeed, taking advantage of the modula-
tion induced by saliva (e.g., neutralization of the immune
suppression) would help the host’s immune system to
respond to pathogens. Interestingly, over the past few
years, combining pathogen and salivary Ags in a single
vaccine is seen as a valuable option [55]. Elucidating the
mechanism may also lead to the discovery of new immu-
nosuppressive molecules of therapeutic interest. These
findings may also have an important impact on the evalu-
ation of vaccine efficacy. Inter-individual variability in
humoral immune responses to a specific P falciparum
antigen has been reported in different studies evaluating
the immunogenicity of vaccine candidates [56, 57]. The
exposure to immunomodulatory insect salivary proteins
during or after the immunization period could modulate
the acquisition as well the durability of Ab responses to
vaccine Ag, as noted for rabies or typhoid vaccines [20]. It
could also have consequences on the immunological pro-
files induced in terms of intensity and/or isotype distribu-
tion, and thus on the efficacy of the protective immunity.
In this framework, it is clear that a better understanding
of the modulation of protective and anti-vaccine immune
responses by epidemiological and environmental factors
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is of public health relevance and would be valuable for
malaria vaccine development.

Conclusion

The main results of the present study show children dif-
ferently exposed to Anopheles bites presented different
levels of Ab responses to PfMSP1 antigen. These find-
ings may suggest that immunomodulatory components
of Anopheles saliva, in addition to other factors, may
participate to the modulation of the humoral response
specific to Plasmodium merozoite stage antigens. This
epidemiological observation may form a starting point
for additional works to better evidence and characterize
the effects of mosquito saliva on the human immune sys-
tem and on the anti-Plasmodium acquired immunity in
combining both field and ex vivo immunological studies.
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Chapitre 2 : Influence de I’exposition aux moustiques Anopheles et Aedes sur la

dynamique de la réponse anticorps anti-Plasmodium : analyse longitudinale.

Description de I’étude

Cette deuxieme étude s’intégre dans le volet « Sens Vivo » développé dans le projet
PalEvalut qui visait a évaluer in vivo ’efficacité de 2 CTA selon un protocole opérationnel
standard établi par les acteurs du projet. L’étude porte sur les patients vus en consultation au
niveau des formations sanitaires et présentant un acces palustre diagnostiqué par un TDR et par
une goutte épaisse. Notre étude intégre le suivi de 120 personnes (2 bras de 60 personnes)
respectant les critéres d’inclusion qui ont regu un des 2 traitements a base de CTA évalués. Ces
patients ont été suivis pendant 42 jours. Des échantillons sanguins recueillis sur papiers buvards
ont été effectués a JO et J42 et ont permis les dosages immunologiques par ELISA. Le design
de ce suivi de cohorte nous offre I’opportunité de suivre la dynamique dans le temps (42 jours)
de 'immunité anti-Plasmodium, représentée par la réponse IgG aux Ag de P. falciparum
¢tudiés. Notre objectif était d’étudier les facteurs relatifs a I’hote, au parasite et
environnementaux (exposition aux piqlres de moustiques) qui étaient associés a cette
dynamique. La demi-vie des Ac IgG étant d’environ 3 semaines, tous les patients inclus dans
I’étude ont été identifiés porteurs de Plasmodium, donc ont forcément développé une réponse
immune anti-Plasmodium avant la mise en place du traitement a JO. L’efficacité du traitement
a été évaluée par un suivi de I’infection par goutte épaisse. On a pu donc suivre le maintien de
la réponse Ac anti-Plasmodium dans le temps sans ’effet stimulateur d’une nouvelle infection
sur la réponse immune humorale a certains antigénes candidats vaccins de Plasmodium
falciparum.
Dans le cadre de cette thése nous avons évalu¢ les réponses IgG a PFAMA-1, PMSP-1, PfCSP,
PMMSP-3, PfGLURP(RO) et aux extraits totaux de schizontes de P. falciparum a JO et a J42
chez les patients dont les sérums étaient disponibles et qui ne présentaient pas de nouvelle
infection au cours du suivi (n=68). Nous avons analysé 1’évolution de ces réponses Ac (profils
immunologiques) en fonction de leur niveau d’exposition au cours de 1’étude par I’utilisation
des biomarqueurs individuels d’exposition représentés par I’évaluation de la réponse IgG contre
le peptide salivaire gSG6-P1 pour Anopheles et contre le peptide N-term 34kDA pour Aedes.
L’exposition aux moustiques a été analysée soit de maniere individuelle pour chaque genre de
moustiques et également de maniére combinée afin de prendre en compte les 2 expositions
ensemble. L ’intensité d’infection et le niveau initial d’IgG a JO ont également été pris en compte

dans les analyses.
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Les résultats obtenus au cours de cette étude ont fait I’objet d’un article scientifique publié en

2021 dans le journal Tropical Medicine and Infectious Disease.

116



Tropical Medicine and
Infectious Disease

Article

Influence of Host-Related Factors and Exposure to
Mosquito Bites on the Dynamics of Antibody Response
to Plasmodium falciparum Antigens

Kakou G. Aka 12, Serge S. Yao 3, Eric A. Gbessi 3, Akré M. Adja 14, Vincent Corbel 2, Alphonsine A. Koffi 1,
Christophe Rogier 34, Serge B. Assi 17, Offianan A. Toure 3, Franck Remoue '2and Anne Poinsignon 12*

Citation: Aka, K.G; Yao, 55,
Gbessi, EA; Adja, AM.; Corbel, V.;
Koffi, A.A.; Rogier, C.; Assi, S.B.;
Toure, O.A; Remoue, F;
Poinsignon, A. Influence of Host
-Related Factors and Exposure to
Mosquito Bites on the Dynamics of
Antibody Response to Plasimodinm.
falciparum Antigens. Trop. Med.
Infect. Dis. 2021, 6, 185. hitps://
doi.org/10.3390/tropicalmed 6040185

Academic Editor: Paul Horrocks

Received: 9 September 2021
Accepted: 11 October 2021
Published: 18 October 2021

Publisher's Note: MDPI stays neu-
tral with regard to jurisdictional

claims in published maps and institu-

tional affibations.

Copyright: © 2021 by the authors. Li-
censee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and con-
ditions of the Creative Commons At-
tribution (CC BY) license (http://crea-

tivecommons.org/licenses/by/4.0/).

! Institut Pierre Richet/Institut National de Santé Publique, Bouaké, Cote d’lvoire;
ghislain.aka@gmail.com (K.G.A.); adjamaurice@yahoo.fr (A.M.A.);
koffi_alphonsine@yahoo.fr (A.A.K.); assisergi@yahoo.fr (5.B.A.); franck.remoue@ird.fr (F.R.)
2 MIVEGEC, University of Montpellier, IRD, CNRS, 34000 Montpellier, France; vincent.corbel@ird.fr
Institut Pasteur de Cote d'lvoire, Unité de Paludologie, Abidjan 01 BI” 490, Cote d'lvoire;
yaoserstephane@gmail.com (S.5.Y.); ericadji@yahoo.fr (E.A.G.); andre_offianan@yahoo.fr (O.A.T.)
UFR Biosciences, University Felix Houphouet Boigny, Abidjan 01 BP V34, Cote d'Ivoire
Primum Vitare!, Paris, France; christophe.rogier@gmail.com
Institut Pasteur de Madagascar, Antananarivo 101, Madagascar
Programme National de Lutte contre le Paludisme, Abidjan, Cote d'Ivoire

-

F U o@

Correspondence: anne. poinsignon@ird.fr

Abstract: Humoral immunity to Plasmodium falciparum is acquired after repeated infections, and can
lead to clinical protection. This study aimed to evaluate how human-, parasite-, and environment-
related determinants can modulate the dynamics of IgG responses to Plasnodium falciparum after an
infection. Individuals (n = 68, average age = 8.2 years) with uncomplicated malaria were treated
with ACT and followed up for 42 days. IgG responses to P. falciparum merozoite antigens (PfMSP1,
PMSP3, PFAMA1, PfGLURP-R0), to whole schizont extract (PfSchz), and to Anopheles g5G6-I'1 and
Aedes Nterm-34 kDa salivary peptides were measured. Regression analyses were used to identify
factors that influence the dynamics of IgG response to P. falciparum antigen between D0 and D42,
including demographic and biological factors and the level of exposure to mosquito bites. The dy-
namics of IgG response to P. falciparum differed according to the antigen. According to multivariate
analysis, IgG responses to PfSchz and to PfGLURP-R0 appear to be affected by exposure to Aedes
saliva and are associated with age, parasite density, and anti-Plasmodium pre-existing immune re-
sponse at study inclusion. The present work shows that human exposure to Aedes saliva may con-
tribute, in addition to other factors, to the regulation of anti-Plasiodium immune responses during
a natural infection,

Keywords: Plasmodium falciparum; malaria; Anopheles; Aedes; humoral acquired immunity; saliva;
immunomodulation; exposure

1. Introduction

In malaria-endemic settings, human populations acquire humoral immunity to Plas-
modium falciparum (P. falciparum) after repeated infections, which can lead to clinical pro-
tection in reducing blood-stage parasitemia and life-threatening symptoms. Natural pro-
tective acquired immunity was first highlighted in studies where passive transfer of pu-
rified immunoglobulin G (IgG) obtained from malaria-immune adults successfully re-
duced Plasmodium parasitemia in children [1,2]. Although the targets and mechanisms of
this protective immunity are not completely understood, several studies suggest that high
antibody (Ab) levels against certain blood-stage merozoite antigens play an important
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role in clinical protection, making these Plasmodium antigens potential anti-malaria vac-
cine candidates. Clinical protective immunity is dependent on high concentrations of IgG
as well as of cytophilic IgG1 and 1gG3 Abs to blood-stage antigens, including apical mem-
brane antigen 1 (PfAMA1) [3,4], merozoite surface protein 1 and 3 (PMSP1, PMSP3) [5—
7], and glutamate-rich protein (PfGLURP-R0) [8]. However, recent study has found
greater associations with protection when measuring functional antibodies that fix com-
plement than antibodies that inhibit growth [9]. Longitudinal immunological studies have
reported anti-P. falciparum Ab responses increase and peak within 1-2 weeks after a ma-
laria infection, and then generally decline rapidly, suggesting a short-lived duration of
circulating IgG to merozoite antigens (2-3 weeks) [10,11]. On the other hand, Ab responses
may last for many years, and this persistence was positively associated with age, as a re-
flection of cumulative exposure to Plasmodium infections [12,13]. Immune responses are
complex traits and may be influenced by different determinants in addition to intrinsic
Ab half-life. A deeper understanding of host- and parasite-related factors, as well as of
environmental factors, modulating the antigen-specific Ab response dynamics after a Plas-
modium infection is important in selecting which antigens are valuable for the develop-
ment of serological surveillance tools or anti-malaria vaccines.

Age, genetic factors, parasite density, previous exposure to Plasmodium, pathogen co-
infection, and nutritional status are known to influence anti-Plasmodium Ab responses [14—
17]. Environmental factors may also influence vertebrate immunity activity; annual sea-
sonality is found to be an important environmental factor influencing cytokine production
|18]. Immunomodulatory components of mosquito saliva are an interesting but often
overlooked environmental factor.

In malaria-endemic areas, human populations are repeatedly exposed to salivary
components of blood-feeding mosquitoes that possess a variety of pharmacologically ac-
tive biomolecules with anti-hemostatic, anti-inflammatory, and immunomodulatory
properties [19]. Mosquito immunomodulatory salivary proteins act both on innate and
adaptive immunity [20], and studies suggested that T-cell populations are particularly
susceptible to the effects of mosquito saliva [21,22]. T- and B-cell proliferation seems to be
inhibited in a dose-dependent manner. High concentrations of saliva or repeated pre-ex-
posure to mosquito saliva create an immunosuppressed environment, whereas decreas-
ing saliva concentrations, instead, modulate the Th1/Th2 immune response [23-26]. A
study examining immune responses to the bites of An. stephensi reported mast cell degran-
ulation leading to local fluid and neutrophil influx and lymph node hyperplasia as a result
of the recruitment of lymphocytes, dendritic cells, and monocytes [27]. Anopheles saliva
also induced IL-10 in draining lymph nodes and downregulated antigen-specific T-cell
responses [21]. Repeated pre-exposure to Anopheles bites also seems to skew the response
towards that of the Th1 phenotype and to protect against Plasmodium yoelii infection [28],
but these results are controversial [29,30]. Thus, human immune responses modulated by
mosquito saliva are significant and complex in altering the frequencies of several immune
cell populations and of cytokine production in multiple tissues, and can last for several
days in the skin and at the systemic level [26].

However, there is presently only a limited understanding of the immune microenvi-
ronment initiated by arthropod salivary components in the vertebrate host and their role
in the modulation of specific immunity against pathogens. A limited number of experi-
mental studies showed that mice exposed to arthropod bites had a down-regulated anti-
gen-specific immune response compared with naive mice [21,31]. Studies in human pop-
ulations living in malaria-endemic areas showed that acquired anti-Plasmodium Ab re-
sponses differed in children with varying exposure to Anopheles bites. A difference in the
cytophilic Ab response to Plasmodium according to the intensity of exposure to Anopheles
bites was reported, with a down-regulated IgG1 level seen in children with higher expo-
sure, while IgG3 levels were similar in children with low or high exposure to Anopheles
bites [32]. More recently, a study suggested that, in addition to other factors, Anopheles
saliva may also down-modulate the anti-PfMSP1 IgG, IgG1, and IgG3 immunity [33].
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The major aims of the present study were to explore the key human-, parasite-, and
environment-related factors that modulate anti-Plasmodium falciparum Ab dynamics after
an infection. To address these aims, individuals with an uncomplicated clinical malaria
attack visiting a health center in Bouaké (Cote d’Ivoire) were enrolled in the study, treated
with artemisinin-based combination therapy (ACT), and followed up for 42 days. The var-
iation in the anti-Plasmodium 1gG response during follow-up and the identification of fac-
tors that may influence its dynamics were assessed through univariate and multivariate
regression analysis. Plasmodium merozoite-stage specific antigens (PMMSP1, PfMSP3,
PfAMAT, and PfGLURP-R0) and schizont extract (PfSchz) were selected for their differ-
ences in immunogenicity and persistence [34,35] and for their potential in an advanced
malaria vaccine [36].

The intensity of Anopheles and Aedes exposure was assessed at the individual level by
evaluating the IgG response to the Anopheles gSG6-P1 and Aedes Nterm-34-kDa salivary
peptides. During the last decade, these serological biomarkers were developed and aimed
at evaluating the level of exposure to mosquito bites [37,38]. Specific human IgG against
salivary peptides from Anopheles (g5G6-P1) and Aedes (Nterm-34 kDa) represents a proxy
of human exposure to Anopheles and Aedes bites and is a reliable tool for assessing the
spatial and temporal heterogeneity of exposure at the individual level [39,40].

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

The present study followed the ethical principles recommended by the Edinburgh
revision of the Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics Committee of the
Cote d’Ivoire Ministry of Health (June 2014; No. 41/MSLS/CNER-dkn). Site leaders pro-
vided prior permission to survey on each site and written informed consent of all parents
or guardians of children who participated in the study was obtained before inclusion.

2.2. Study Area

The study was conducted in Dar-es-Salam, a neighborhood of Bouaké city located in
the center of Cote d’Ivoire, from April to June 2016. The local climate and malaria epide-
miology have been previously described [33,41]. The area has intense malaria transmis-
sion and P. falciparum accounts for more than 95% of all human malaria infections [42],
with An. gambiae s.1. being the major vector [43,44]. The climate is tropical humid with two
seasons: The dry season runs from November through March, and the rainy season from
April to October. Malaria transmission is perennial with seasonal upsurges during the
rainy season.

2.3. Study Design, Procedure, and Sample Collection

The study was carried out during a clinical trial that aimed to assess the in vivo effi-
cacy of artemisinin-based anti-malarial combination therapies. Details of the study, clini-
cal procedures, and drug administration are described elsewhere [45]. Briefly, patients (n
=120, age > 6 months) with uncomplicated malaria and monospecific P. falciparum infes-
tation confirmed by microscopy (parasite density between 2000 and 200,000 asexual par-
asites/pL of blood), axillary temperature of 237.5 °C, or a history of fever over the past 24
h, with body weight =5 kg, and who were able to take oral medications and follow study
procedures were included in the study. All participants were treated with artemisinin-
based combination therapies—artesunate + amodiaquine (AS + AQ) or artemether + lu-
mefantrine (AL) —for 3 days (day 0 (D0), D1, D2), and then visited every week (between
D7 and D42). Blood samples were collected repeatedly on D0, D3, and weekly from D7 to
the end point of the follow-up (D42), for thick and thin blood smears. Dried blood spots
(DBS) on Whatman 3 MM filter paper were collected on D0 and D42, air-dried and stored
in plastic bags at +4 °C until immunological analysis. Thick blood smears were fixed and
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stained with 10% Giemsa and read double-blind by two certified microscopists; discord-
ant readings were re-examined by a third qualified independent microscopist. Asexual
parasite densities were counted against 200 microscope fields assuming 8000 white blood
cells per microliter. A blood smear was considered negative if no parasites were observed.

The present study was carried out with the blood samples collected on D0 and D42
from 68 individuals out of the initial 120, including only individuals not lost to follow-up,
without therapeutic failure, not becoming re-infected during the follow-up, and whose
blood samples on DO and D42 were available.

2.4. Parasite and Salivary Antigens

The Plasmodium merozoite-stage specific antigens (PMSP1, PAMSP3, PfAMAI1, and
PfGLURP-R0) were produced in recombinant form and kindly provided by collaborators.
PfMSP-1p19 (Uganda-Palo-Alto strain) was expressed in a Baculovirus/insect cell system
[46]; the recombinant PFAMA1 (amino-acids 25-545, FVO strain) was expressed in Pichia
pastoris [47]; and PMSP3 (amino acids 212-380, F32 strain) and PfGLURP-R0 (amino acids
25-514, F32 strain) were expressed in Escherichia coli [48,49]. The schizont extracts (PfSchz)
were produced from P. falciparum cultures (strain 07/03, [50]). The gSG6-P1 and Nterm—
34 kDa salivary peptides [51,52] were synthesized and purified (purity: >95%) by Genepep
(St-Jean de Vedas, France). Peptides were shipped in lyophilized form and then resus-
pended separately in milliQ water and stored in aliquots at ~20 °C until use.

2.5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: Human Antibody Response to P. falciparum Anti-
gens, §5G6-P1 and Nterm-34 kDa Salivary Peptides

Standardized dried blood spots (diameter: 1 cm) of each participant at two time
points (D0 and D42) were eluted each in 350 uL phosphate buffered saline containing 0.1%
Tween 20 (0.1% PBST) at +4 °C for 48 h. Human IgG levels against the gSG6-P1, Nterm—
34 kDa, PfSchz, PFAMAL1, PMSP1, PAMSP3, and PfGLURP-R0 antigens were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Subsequently, 96-well Maxisorp micro-assay plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were
coated overnight at 4 °C at a dilution of 1/1200 for PfSchz, 1 pg/mL for PfAMA1 and
PMSP1, and 2 pg/mL for PMSP3 and PfGLURP-R0. Plates were blocked with 5%
skimmed milk powder (w/v) in 0.1% PBST for 1 h at room temperature. Individual eluates
diluted in buffer (1% milk powder in 0.1% PBST) were added for incubation (2 h at room
temperature) at a final dilution of 1/10 for PfSchz, 1/50 for PAMSP3 and PfGLURP-R0, and
1/200 for PFAMAT1 and PMSP1. Plates were washed three times between each step with
washing buffer (0.1% PBST). HRP-conjugated goat anti-human IgG (Frederick, USA), di-
luted at 1/1000 for PMSP3, 1/2500 for PAGLURP-R0), and 1/5000 for all the other P. falcipa-
rum antigens, was added, and samples were incubated for 1 h at room temperature. After
four further washes, TMB (Kementec, Taastrup, Denmark) was used as a substrate and
the reaction was stopped by adding 0.2 M H250s (100 pL/well). The optical density (OD)
was read after 30 min at 450 nm. All samples were tested in duplicate, and if there was a
discrepancy of greater than 25% between duplicates, the sample was retested. Individual
results (AOD) are expressed as: AOD = ODx — ODn, where ODx represents the mean of
the individual OD value in both wells with P. falciparum antigen and ODn the individual
OD value for each eluate without antigen. A pool of positive hyperimmune serum col-
lected from adult residents in a malaria-endemic area [32] was included on each plate to
allow for standardization of day-to-day and plate-to-plate variation. Standard curves
were established using human purified IgG protein (The Binding Site, Saint-Egreve,
France) to convert AOD values for each sample into IgG concentrations (CPf in ng/mL).
Each plate included a calibration (standard) curve with eight doubling dilutions of human
purified IgG (3.12-400 ng/mL for schizont extract; 0.78-100 ng/mL for PFAMA1 and
PMMSP1; 0.58-75 ng/mL for PfGLURP-RO and PMSP3). To construct the standard curve,
we plotted the OD values at the corresponding known concentrations of purified human
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IgG, and then defined the standard curve using linear regression analysis. The IgG con-
centration of blood samples from participants were predicted from this equation based on
the OD value. European nonimmune individual sera (n = 16, France) served as negative
controls to determine the cut-off value for seropositivity for each Plasmodium antigen, de-
fined as mean OD plus three standard deviations (mean[AODneg] +3 SDneg).

Serology testing of human exposure to mosquito salivary antigens (Nterm-34 kDa
and gSG6-P1) was carried out by ELISA as described in [33] but with some modifications.
Sera were incubated in duplicate wells at 4 °C overnight at a dilution of 1/40 in 0.1% PBST,
mouse biotinylated Ab to human IgG (BD Pharmingen, San Diego CA, USA) was incu-
bated at a dilution of 1/2000 in 1% PBST, and streptavidin biotin peroxidase was then
added (1/1000; 1 h at 37 °C). Individual results are expressed as the AOD value: AOD =
ODx-ODn, as mentioned above. Specific anti-gSG6-P1 and Nterm-34 kDa IgG levels were
also assessed in European individuals (n = 16, France) to calculate the cut-off value for
seropositivity for mosquito exposure (mean[AODneg] + 3 SDneg).

2.6. Immunological Data Analysis

The dynamics of specific IgG responses to P. falciparum antigens were investigated
for each individual during the follow-up. Results are expressed as a ACPf pe value, cal-
culated according to the formula ACPf pizve = CPfinz — CPfix.

In the present study, we were interested in the effect of mosquito exposure on the
evolution of humoral immunity to Plasmodium following an infection. Assuming that anti-
salivary peptide IgG responses are transient and wane within a few weeks [53], evaluating
the exposure on D42 may reflect exposure since current infection. Thus, individuals were
separated into groups of exposure according to their IgG responses to the gSG6-P1 and
Nterm-34 kDa peptides on D42. The mean values of the IgG responses to the salivary
peptides were determined as the thresholds to define two groups of participants with dif-
ferent exposures (single-genus exposure) to Anopheles (lower exposure [LEaso] < AODjgscs-
ri= 1.41 < higher exposure [HEan]) and two groups with different exposures to Aedes
(lower exposure [LEac] < AODnterm-34 kpa = 1.10 < higher exposure [HExe]). Then, from these
four groups of single-genus exposure, three exposure groups (combined Anopheles and
Aedes exposure) were defined as follows: individuals with lower exposure to both Anoph-
eles and Aedes were included in group E2 (Low); individuals with higher exposure to both
Anopheles and Aedes were included in group E4 (High); and individuals from the lower-
exposure group to one mosquito genus and from the higher-exposure group to the other
mosquito genus were included in group E3 (Intermediate).

2.7. Covariates

Individual characteristics were analyzed as categorical (gender, ACT treatment) or
continuous (age, weight, hemoglobin) variables to estimate their influence on the dynam-
ics of Ab responses. Parasite density and immunologic responses (anti-Plasmodium 1gG
concentration on DO and anti-salivary peptide IgG levels on D42) were analyzed as con-
tinuous variables in the linear analyses.

2.8. Statistical Analysis

Data generated from assays in the form of AOD values were entered into Microsoft
Excel worksheets, and raw AOD representing IgG responses to P. falciparum were con-
verted into concentration (CPf ng/mL). All statistical analyses were conducted in R (Ver-
sion 3.3.3; R Core Team, Vienna, Austria) with “tidyverse lattice” and “moment” pack-
ages. Figures were generated in R using the “ggplot2” package. A cut-off for seropositivity
was determined for each antigen, and individuals were categorized as seropositive if their
Ab response was above the cut-off value.

As immunologic data were not normally distributed, nonparametric tests were used
for statistical analyses. The Wilcoxon signed-rank test was used to examine individual
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differences in Ab during the follow-up, the Mann-Whitney U (Wilcoxon rank-sum) test
was run for comparison of Ab levels between two independent groups, and the Kruskal—
Wallis test was used for differences among more than two groups. The association be-
tween two continuous variables was determined through Spearman’s correlation coeffi-
cient (Spearman’s tho, and p values are reported).

Multivariate linear regression models were then used for all covariates with a p-value
of <0.20 in univariate analysis. Final models were adjusted by backward selection and by
removing non-significant variables of p > 0.05. Maximum likelihood method tests were
used to identify the best-fitting models according to the Akaike information criterion
(AIC) value. All differences were considered significant at p <0.05.

3. Results
3.1. Population Baseline Characteristics

A total of 68 individuals were included in this study: 41 (60.3%) females and 27
(39.7%) males with an average age of 8.2 years (95% confidence interval (CI), (6.9-9.5)).
The age structure of the population was 22 children <5 years, 24 children between 6 and 9
years of age, and 22 participants 210 years. The overall mean P. falciparum density at study
inclusion was 54,965 parasites/uL (95% ClI, (42,673-70,798)), and there was no difference
in parasite density between age groups (p = 0.369). The mean hemoglobin (Hb) concentra-
tion was 12.38 g/dL and 11.82 g/dL, respectively, on D0 and D42 (p = 0.665).

3.2. Human IgG Response to P. falciparum and Mosquito Salivary Antigens during Follow-Up

The concentration levels of IgG to P. falciparum antigens (ng/mL) and to mosquito
salivary peptides (in OD value), as well as seroprevalence both at the time of inclusion
(D0) and at the end of the follow-up (D42), are presented in Table 1.

Table 1. IgG seroprevalence and level of IgG response to Plasmodium falciparum antigens and to gSG6-P1 and Nterm-34
kDa salivary peptides on D0 and D42.

DO D42 —

IgG Prevalence® (%)  Median (IQR)  IgG Prevalence (%)  Median (IQR) * '* ¢
PFAMAL1 70.58 5.78 (0.43-1.28) 73.52% 264 (070-953)  0.110
PAGLURP-R0 70.58 0.20 (0.02-0.64) 17.65% 0.04 (0-0.12) <0.001
PAMSP1 6176 1.95 (0.30-25.0) 51.47% 227(0.40-9.65)  0.541
PAMSP3 82.35 0.13 (0-0.37) 61.76% 0.12 (0-0.50) 0.987

PfSchz 100 1.15 (0.78-1.76) 100% 209 (131-2.85)  <0.0001
25G6-P1 100 1.32 (1.12-1.60) 100% 141(107-1.61)  0.760
Nterm-34 kDa 100 106 (0.91-1.25) 100% 1.1 (0.86-1.31) 0.638

IQR: Interquartile range. Median values of 1gG concentration to P. falciparun: antigens expressed at 10-3 ng/uL. * European
nonimmune individual sera (1 = 16, I'rance) served as negative controls to determine the cut-off value for seropositivity
for each Plasmodium antigen, defined as mean OD plus three standard deviations (mean|AODneg] + 3 SDneg). * p value
for the comparison of the antibody levels between D0 and D42 for each antigen, determined by Wilcoxon rank-sum test.

On D0, most of the individuals had a specific IgG response to P. falciparum antigens,
ranging from 61.8% for PMSP1 to 100% for PfSchz. For all merozoite antigens, the sero-
prevalence decreased during the follow-up, except for PFAMAI, for which a similar rate
was noted between D0 and D42. All individuals had a specific IgG response to PfSchz at
the two time points.

A wide range of anti-PFAMA1, anti-PMSP1, and anti-PfSchz IgG concentration levels
on DO and D42 were observed in individuals, whereas other anti-Plasmodium 1gG re-
sponses were much more limited. Anti-PfSchz IgG median levels increased significantly
during the follow-up (p < 0.0001), whereas participants had significantly lower anti-
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PfGLURP-RO IgG median levels at the end of the follow-up (p <0.001). No significant dif-
ferences were noted in the median levels of IgG responses to PFAMAI, PMMSP1, and
PfMSP3 between D0 and D42.

We also evaluated the individual level of exposure to Anopheles and Aedes bites at the
two time points by assessing the IgG response to the Anopheles g5G6-P1 and Aedes Nterm—
34 kDa salivary peptides. The seroprevalence of anti-salivary peptide IgG was 100% and
the wide range of AOD gscsr1and AOD nierm-s4xva values indicated that all participants were
exposed to mosquito bites, albeit at different levels of exposure. However, no differences
in the I[gG median levels were noted between DO and D42 (Wilcoxon test, p > 0.05) for the
two salivary antigens, indicating a similar exposure to Anopheles and Aedes bites before
(exposure estimated on D0) and during the cohort follow-up (exposure estimated on D42).

3.3. Dynamics of I3G Responses to P. Falciparum According to Anopheles and Aedes Exposure

We assessed the evolution of the concentration of IgG against P. falciparum antigens
(ACPf pi2po) in participants according to their individual levels of exposure to Anopheles
and Aedes bites. Exposure was considered first at a single-genus level (Anopheles [LEano
and HEano] or Aedes [LExe and HEa:] separately) and, secondly, at a combined level
(Anopheles and Aedes taken together: E2 = low-, E3 = intermediate-, E4 = high-exposure
groups).

First, we compared the dynamics of IgG responses to Plasmodium antigens (ACPf pe-
no) between the groups with lower and higher exposure to Anopheles or Aedes bites (Figure
1). The dynamics of immune responses were calculated as the concentration at D42 minus
the concentration at DO, which meant that the median values close to zero showed similar
response levels between the 2 time points, not zero antibodies.
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Figure 1. Variation in concentration of IgG response to P. falciparun: antigens according to group of
exposure to Anopheles and to Aedes (single-genus exposure). Participants were grouped according
to their level of IgG response to Anopheles (lower exposure (LEAno) < AODgSG6-P1 = 1.41 < higher
-exposure (HEAno)) and to Aedes (lower exposure (LEAe) < AODNterm-34 kDa = 1.10 < higher ex-
posure (HEAe)) salivary peptide. Each dot represents an individual, and box plots indicate the me-
dian values, 25th and 75th percentile antibody concentration for each P. falciparum blood-stage an-
tigen. Statistically significant difference in median value between the two groups is indicated
(Mann-Whitney U test).

Individuals who had a higher exposure to Anopheles (HEano) or to Aedes (HExe) bites
exhibited a greater increase in anti-PfSchz IgG levels than those with a lower exposure (p
= 0.0029 for Anopheles and p = 0.005 for Aedes). No significant differences in the variation
of IgG responses to merozoite antigens were noted between the two groups exposed to
Anopheles or Aedes bites.

Second, we compared the dynamics of anti-Plasnodinm immune responses according
to the level of combined exposure to both Anopheles and Aedes bites (E2 = low, E3 = inter-
mediate, E4 = high; Figure 2). We observed a positive association between the increase in
the IgG response to PfSchz and the level of mosquito exposure during the follow-up. In-
deed, individuals with higher exposure to Anopheles and Aedes (E4 group) had a signifi-
cantly greater increase in anti-PfSchz 1gG response compared with individuals from the
group with intermediate exposure (E3 group, p = 0.027) and from the group with lower
exposure (E2 group, p = 0.0024). No significant differences in the dynamics of anti-mero-
zoite antigen IgG responses were noted between the exposure groups, with all median
values close to null for any exposure group (combined exposure).

PfSchz PfAMA1 PfMSP1
i 0.027 046 o | 026
0002¢ 046 066
015 0T 0.62
g s 20 20
2 4 i »
{ S m— 0 = ,,_'.
" 5 e s
'é] ’ 3 Wl 20 | ’
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Figure 2. Variation in concentration of IgG response to P. falciparum antigens according to group of exposure to Anopheles
and to Aedes (combined exposure). Each dot represents an individual, and box plots indicate the median value, 25th and
75th percentile antibody concentration for each blood-stage antigen. Individuals were divided into three groups (E2, E3,
E4) where E2 includes individuals with lower exposure to both Anopheles and Aedes, E4 includes individuals with higher
exposure to both Anopheles and Aedes, and E3 includes individuals with weak exposure to one mosquito genus and high
exposure to the other. Statistically significant difference in median value between two groups is indicated (Mann-Whitney
U test).
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3.4. Human-, Parasite-, and Environment-Related Factors Associated with the Evolution of Im-
mune Responses to Plasmodium

Univariate analyses were first performed to investigate the relationship between the

individual variation in specific anti-Plasmodium IgG responses and different demographic,
biological, parasitological, and environmental variables (Table 2).

Table 2. Influence of covariates on the dynamics of IgG antibody levels to various Plasmodium and mosquito salivary

antigens.

Covariate Factors Antigens ACPf pe2-m0 (ng/mL) p Value

PfSchz 968.6 (178.2;1544)/561.3 (92.68;1213) 0.250

PfAMAI1 ~1151 (-6045,525.5)/413.2 (~9406;3340) 0322

Gender (female/male) * P/MSP1 -480.2 (~14,723;1322)/-267 (-3129:442.8) 0.744

PMSP3 0 (~165.8;154.5)/0 (-181.5;300.1) 0.970

PfGLURP-R0 -109.6(-349.6;17.33)/-118.8(-750.8,0) 0.408

PfSchz 0.240 0.049

PfAMA1 -0.013 0.051

Age (years)” PMSP1 -0.208 0.088

PMSP3 0.055 0.653

PfGLURP-RO -0.162 0.186

PfSchz 0.252 0.037

PFAMAT 0.405 0.006

Weight (kg) © PMSP1 -0.128 0.298

PMSP3 0.084 0.495

PFGLURP-RO -0.173 0.158

PfSchz -0.123 0.330

PfAMA1 -0.125 0.317

Hemoglobin (D42) © PMSP1 -0.112 0.273

PMSP3 -0.141 0.261

PfGLURP-RO -0.344 0.061

PfSchz 725.2 (178.2;1544)/704.3 (92.68;1213) 0.840

PfAMAT1 —224.0 (—-6045;525.5)/-793.9 (-9406;3340) 0.888

Treatment (ASAQ/AL)* PMSP1 -414.6 (~14,723;1322)/-237.0 (-3129;442.8) 0577

PMSP3 -100.2 (-165.8;154.5)/20.53 (-181.5;300.1) 0.021

PfGLURP-RO -152.7 (-349.6;17.33)/-92.63 (-750.8,0) 0.535

PfSchz 0.176 0.149

PfAMAI1 0.09% 0433

Parasite density on DO ¥ PMSP1 0.050 0.692

PMSP3 0.053 0.670

PAGLURP-RO 0.036 0.768

PfSchz -0.361 0.002

1gG concentratiohn on DO I;{f‘:/]r\g‘[‘:: :322 :)(:)0021

gty P/MSP3 -0540 <0.001

PfGLURP-RO -0.851 <0.001

PfSchz 0.405 <0.001

. 3 PfAMA1 -0.069 0574

o g~ PAMSP1 ~0.043 0727

(Anopheles exposure) PAMSP3 ~0.060 0.623

PfGLURP-RO -0.129 0.294
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PfSchz 0.389 0.001
anti Nterm-34 kDa PfAMAI1 0.055 0.652
1gG Y PMSP1 -0.164 0.180
(Aedes exposure) PMSP3 -0.140 0.251
PFGLURP-RO -0.228 0.060

2 Median (25th; 75th percentile) of variation of IgG to P. falciparum antigens during the follow-up. *: Spearman’s rho.

Gender, hemoglobin concentration, and parasite density on DO were not associated
with any variation in IgG response to Plasmodium antigens (p > 0.05). The type of ACT
treatment was also not associated with any variation in immune responses to Plasimodium
antigens except for PMSP3 (p = 0.021), while age and weight were associated with varia-
tions in IgG against PfSchz (p = 0.049 and p = 0.037, respectively) and PFAMAL (p = 0.051
and p = 0.006, respectively). In addition, variations in IgG against all antigens were nega-
tively associated with the initial concentration on DO (p < 0.002). We also assessed the effect
of exposure to Anopheles or Aedes bites (continuous variable) on the variation in the specific
anti-Plasmodium 1gG responses. Only the anti-PfSchz IgG level was positively associated
with the level of exposure to Anopheles (R =0.405, p <0.001) and Aedes (R =0.389, p =0.001)
bites. Other specific IgG response variations were not associated with the intensity of ex-
posure to mosquito bites, although there was a borderline correlation between anti-
PfGLURP-RO IgG and Aedes exposure (R =—0.228, p = 0.06).

3.5. Multivariate Analysis: Final Models

To further understand the contribution of each factor (confounding variables) to the
evolution of anti-PfSchz and anti-PfGLURP-R0 IgG responses, multivariate analyses were
carried out, and the final models are shown in Table 3. Multivariate analyses showed a
positive and significant relationship between age and variation in IgG response to PfSchz
and PfGLURP-R0, while no relationships were noted for weight. The level of P. falciparum
parasite density on DO was only associated with an increase in anti-PfSchz IgG level. The
models also showed that the variation in IgG responses to PfSchz and PAGLURP-R0 was
strongly and negatively correlated with the pre-existing IgG level at DO (p < 0.01). Indi-
viduals with higher specific IgG levels at the time of inclusion had lower levels on D42.
Interestingly, a strong association was detected between the level of exposure to Aedes
bites and the variation in anti-Pf5chz (p < 0.001) and anti-PfGLURP-RO (p < 0.05) IgG re-
sponse, while Anopheles exposure was not found to be associated with the evolution of
IgG response to P. falciparum antigens.

Table 3. Results of multivariate analysis indicating factors associated with variation in IgG responses to P. falciparum an-
tigens during the follow-up.

Variation in Anti-PfSchz IgG Variation in Anti-PfGLURP-R0 IgG
Variables p1 Sd Error p Value R Variables g1 Sd Error p Value R
0.60 0.81
Age 49.30 16.32 <0.01 Age 29.723 7.566 <0.01
Weight = - - Weight = - =
Parasite densityon DO 0.004  0.001 <0.001 Hemoglobin - - -
Anti-PfSchzlgGon D0 500 0100 <0001 AGBCLURPROTECON oo o000 <001
{ng/mL) DO (ng/mlL)
Anti-Nterm-34 kDa IgG

Anti-gSG6-P1 I5G

1185 277.3 <0.001 Anti-Nterm-34 kDaIgG ~ -276.11  132.261 <0.05

4. Discussion

In the present study, we described the variation in anti-Plasmodium 1gG responses
from study inclusion (D0) to the end of follow-up (D42) in relation to factors that might

127



Trop. Med. Infect. Dhs. 2021, 6, 185

12 of 18

influence the kinetics of specific Ab responses. To exclude the antigenic boost of a P. falci-
parumt infection on the immune responses examined, only individuals who were not re-
infected were included in the final analysis. Multivariate analysis showed that age, para-
site density (only for schizont extracts), anti-Plasmodium IgG response on the day of ma-
laria diagnosis, and exposure to Aedes saliva were significantly associated with the varia-
tion in anti-Plasmodium IgG responses.

At the time of inclusion, a high inter-individual variability in IgG responses was ob-
served for PFAMA1, PAMSP1, and PfSchz antigens, while a lower level and range of 1gG
responses were seen for the other antigens, highlighting the difference in immunogenicity
against Plasmodium antigens [35]. During the 6-week follow-up period, the evolution of
the prevalence and median values of IgG specific to P. falciparum differed depending on
the merozoite antigens. We observed a significant increase in IgG responses to the schi-
zont extract and a significant decrease in anti-PfGLURP-R0 IgG responses, while similar
levels of IgG responses were noted for the other merozoite antigens. Longitudinal immu-
nological studies have reported that following a clinical malaria infection, the specific IgG
responses peak approximately 1-2 weeks after infection and then generally decline rap-
idly because of the short-lived duration of natural IgG responses to merozoite antigens
[10-13,54,55]. It has also been shown that IgG Ab responses have a different half-life de-
pending on the antigens [56], and this could contribute to the differences in the dynamics
of immune responses to the various Plasmodium antigens observed during the follow-up.
Parasite- and host-related or environmental factors may also play a role, in addition to
intrinsic antibody half-life, in the modulation of the IgG response to P. falciparum over
time.

We used an innovative serological assessment method to define a proxy of human
exposure to Anopheles and Aedes bites at the individual level for each participant. This
approach takes into account the individual heterogeneity of exposure to mosquitoes. In-
deed, environmental factors generating hot spots of exposure (e.g., proximity to breeding
sites), the attraction an individual exerts on mosquitoes, and the use of personal protection
against mosquito bites (nets, coils, etc.) suggest that exposure to mosquito bites is highly
variable from house to house and also between people living in the same house. The rel-
evance of the g5G6-P1 and Nterm-34 kDa biomarker for epidemiological studies has been
validated in various settings [37,40,41,57,58]. At the two time points of the follow-up, all
of the participants had specific IgG to salivary peptides, indicating that they had all been
exposed to Anopheles and Aedes bites before and during the follow-up, with an inter-indi-
vidual heterogeneity in intensity of responses. According to their individual anti-gSGé-
P1 and anti-Nterm-34 kDa IgG levels, individuals were separated into different groups of
exposure according to a single-genus exposure and to combined exposure. Assuming that
anti-salivary peptide IgG responses are transient and wane within a few weeks without
new exposure [53,59], evaluating the exposure on D42 may reflect exposure since study
initiation.

We first compared the dynamics of IgG titers against P. falciparum antigens between
the different exposure groups both at the single-genus and at the combined-exposure
level. We noted a positive association between the evolution of IgG responses to whole
schizont extract and the intensity of exposure to Culicidae bites. Individuals with a higher
exposure to Anopheles or Aedes (considered at the single-exposure level), as well as taken
together (combined exposure), had a significantly increased IgG response to PfSchz dur-
ing the 6-week follow-up. The evolution of IgG responses to merozoite antigens did not
seem to be modulated by the intensity of mosquito exposure.

The contribution of immunomodulatory components of mosquito saliva in the vari-
ation of anti-PfSchz and anti-PfGLURP-R0 IgG responses was then assessed using uni-
variate analysis complete with multivariate models taking into account other co-factors.
Among the different factors selected, gender, weight, hemoglobin concentration, and ACT
treatment were not significantly associated with variations in IgG response to PfSchz and
to PAGLURP-RO during the follow-up.
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The evolution of IgG responses to PfSchz and to PAGLURP-R0 had a strong positive
association with the age of the individual. Indeed, in general, antibody levels increase
with both age and higher transmission intensity [60,61]. History of infection and cumula-
tive malaria exposure may contribute to the inter-individual differences in the dynamics
of immune responses [15]. Older individuals may have experienced more malaria infec-
tions and thus may have developed more memory B cells that will rapidly proliferate
upon reinfection and differentiate into long-lived antibody-secreting cells that may last
longer and induce a greater magnitude and longevity of IgG response to antigens [10,13].
Nevertheless, in the present study, most participants were under 10 years old, thus limit-
ing the comparison with older people, and therefore, further investigations are needed.
The parasite density at the time of diagnosis was significantly positively associated with
the evolution of IgG response to schizont extracts. It can be expected that a higher parasite
load will induce a greater immune response to Plasmodium parasites [12]. Interestingly,
the initial level of IgG response to Plasmodium merozoite antigens (PfSchz, PAGLURP-RO0)
at the time of diagnosis was negatively associated with the variation in immune responses
during the follow-up. This result indicates that participants with higher levels of Abs at
the time of diagnosis might produce lower levels of IgG specific to Plasmodium. In malaria
infection, natural regulatory T cells and positive/negative regulators have been shown to
play a role in balancing immune responses to maintain vertebrate defense and immune
balance. Plasmodinm exploits regulatory mechanisms to prevent the development of adap-
tive immunity by enhancing negative regulators and/or inhibiting positive regulators in-
cluding reduced T-cell proliferative responses to Plasmodium antigens and production of
immunosuppressive IL-10 [62]. Negative regulators such as BTLA have been reported to
dampen innate and T-/B-cell-mediated immune response to malaria infection [63,64].
However, antibodies measured at inclusion (D0) might have been acquired during previ-
ous infections but also by the current one. Indeed, there is obviously a delay between the
infection and onset of symptoms, and then the visit to a health center, during which im-
mune responses to Plasntodium are mounted.

The exposure to Aedes bites was associated with the evolution of 1gG response to
PfSchz and PGLURP-RO0, while Anopheles exposure was not found to modulate anti-Plgs-
modiym immunity in the 6-week follow-up period. It is increasingly recognized that the
immune modulatory properties of mosquito saliva act both on the innate and adaptive
immune responses of the vertebrate host, but only a few studies have assessed the conse-
quences of Plasmodinm immune responses in a natural population [14,32,33,65]. These
studies investigated the immune relationship within a homologous malaria context
(Anopheles—Plasmodium), while in the present study, we observed different anti-Plaso-
dium immunity modulation according to the mosquito genus with a significant effect of
Aedes exposure. Immunomodulatory properties of mosquito saliva on the specific im-
mune responses to heterologous antigens have also been observed in murine studies
[21,31]. Previous work indicated that Culicidae saliva has different immunomodulatory
effects on the vertebrate immune system depending on the mosquito genus. Wanasen et
al. suggested that the production of both Th1 and Th2 cytokines was reduced in the pres-
ence of salivary gland extract from Aedes acgypti, but not from Culex quinquefasciatus [22].
Mosquito saliva is known to contain close to 100 secretory proteins, and comparative anal-
yses indicated that some salivary proteins are ubiquitous in various genera and/or species,
while others are species or genus specific [66,67]. This suggests that mosquito saliva from
various mosquito species should have common effects as well as genus- or species-specific
immunomodulatory effects. Here, compared with Anopheles saliva, the immunomodula-
tory activities of Aedes saliva on anti-Plasmodium immunity seemed to be more pro-
nounced. Aedes saliva has been investigated extensively and studies reported a profound
effect on lymphocyte and macrophage activity [68,69]. In the present study, we showed
that Aedes exposure was negatively associated with the anti-PfGLURP-R0 immune re-
sponse, whereas it was positively associated with the anti-PfSchz IgG response. The epi-
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demiological observation for the down-regulated IgG response to PFGLURP-RO0 in indi-
viduals with higher exposure is consistent with previous studies that reported a down-
regulated immune response to a specific antigen in hosts exposed to arthropod saliva
compared with naive vertebrate hosts [21,32,33]. Schizonts comprise a set of antigens with
varying immunogenicity, while PAGLURP-R0 is a unique antigen at the surface of infected
erythrocytes. A schizont may thus activate a higher number of immune cells (memory B
cells or long-lived plasma cells), which may obviously result in a stronger IgG response
that may last longer.

There are several important limitations of this study. First, the number and average
age of the participants were low, limiting the statistical power of our analyses and limiting
the comparison with immune response evolution in older individuals. The 42-day follow-
up was too short to study the decrease in the IgG response after Plasmodium infection. We
observed that most individuals exhibited very little variation in their IgG responses to
certain merozoite antigens between DO and D42. The peak of the immune response occurs
approximately 2 weeks after infection and then gradually wanes. The 42-day follow-up
may be the time when the level of immune response returns to its level at the time of
inclusion. A more intensive and long-term sampling would be needed to track the de-
crease in Abs more accurately over a longer period; furthermore, the study should ideally
assess the asymptomatic re-infection by Plasmodium during follow-up, which might cause
a boost in immune responses.

The present work is the first to report that exposure to Aedes saliva may contribute,
in addition to other factors, to the regulation of anti-Plasmodium immune responses. Ad-
ditional studies are needed to characterize separately the effects of saliva of different
blood-feeding arthropods on the human immune system, by analyzing ex vivo cytokine
production after stimulation of peripheral blood mononuclear cells. The immunomodu-
latory properties of mosquito saliva and their consequences for malaria transmission need
further investigation and may contribute to a better understanding of the human-vector-
parasite immune relationships.
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QUATRIEME PARTIE : Discussion générale, conclusion et perspectives

Le role des arthropodes vecteurs dans la transmission d’agents pathogeénes responsables
de maladies vectorielles est primordial en assurant une transmission active (mécanique ou
biologique) d'un agent infectieux d'un vertébré vers un autre vertébré. Le paludisme fait partie
des maladies tropicales les plus importantes et constitue encore une menace majeure en santé
publique et au développement économique des populations en dépit des efforts fournis pour
son ¢limination.

La lutte contre la transmission de cette pathologie est complexe car elle est confrontée a la fois
aux vecteurs et aux agents pathogénes. Les stratégies se multiplient donc pour limiter la
morbidité et la mortalité palustre associant a la fois des mesures de lutte contre les vecteurs, et
contre le parasite. Cependant 1I’émergence des cas de résistance du parasite aux molécules
antipaludiques et des vecteurs aux insecticides dans de nombreuses régions endémiques,
réduisent I’efficacité de ces stratégies. A cela s’ajoute la capacité du parasite a échapper au
systeme immunitaire de [’hote et a étre séquestré dans les tissus. Ainsi malgré 1’émergence de
nouvelles stratégies de lutte et le grand nombre de candidats vaccins, I’élimination du paludisme
reste un défi. Une meilleure compréhension des interactions entre les trois protagonistes
Homme/parasite/vecteur, et notamment les relations immunologiques qui existe entre eux, est
indispensable pour mieux comprendre les mécanismes de transmission et pourrait aboutir au
développement de nouvelles stratégies de lutte.

Les relations immunologiques développées entre ’Homme et les Plasmodium ont fait 1’objet
de nombreux travaux depuis des décennies et ont permis de mettre en ¢vidence 1I’importance de
I’immunité anti-Plasmodium dans le contrdle naturel de la maladie par les populations résidant
en zone d’endémie palustre. Quant aux relations immunologiques Homme-vecteur, elles
reposent sur les propriétés immunologiques des protéines salivaires de 1’insecte et semblent étre
une composante importante dans la transmission des pathogenes et dans le développement des
pathologies associées. Il existe maintenant des preuves convaincantes que les vecteurs ne sont
pas seulement des seringues injectant des pathogeénes, mais que la salive co-injectée module la
réponse immunitaire innée et adaptative de ’homme au site de la piqlire (peau) et au niveau
systémique (Vogt et al., 2018). Des études chez des modeles murins ont montré que la
modulation du systeme immunitaire de I’hdte vertébré par la salive des insectes hématophages

intervient ainsi dans la transmission des pathogénes (Norsworthy et al., 2004; Titus et al.,
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2006a; Abdeladhim et al., 2014) et dans la progression vers les formes plus graves de paludisme
(Schneider et al., 2011).

Les populations humaines résidant en zone endémique pour le paludisme sont fréquemment
exposées aux piqlres de moustiques vecteurs (majoritairement non infectantes) et ainsi a leurs
sécrétions  salivaires. Ainsi cette exposition régulicre et durable aux composés
immunomodulateurs pourrait avoir des conséquences sur la transmission et le controle naturel
du paludisme par les populations. A 1’heure actuelle trés peu d’études se sont intéressées aux
effets immunomodulateurs de la salive des vecteurs sur les réponses anticorps anti-Plasmodium
chez I’Homme. Nos travaux de thése s’inscrivent donc dans ce contexte et nous proposons par
une approche immuno-épidémiologique, d’évaluer I’effet de 1’exposition aux principaux
moustiques hématophages sur les profils immunitaires spécifiques a certains antigeénes

(candidats vaccins) de P. falciparum impliqués dans la prémunition.

1. Réponses Ac IgG anti- anti-peptide salivaire comme biomarqueurs d’exposition

individuelle aux piqiires de moustiques et pertinence de leur utilisation

L’¢laboration de méthodes permettant d’identifier avec précision les zones de
transmission des maladies transmises par les moustiques semble étre cruciale, surtout dans le
cas du paludisme a I’ére ou I’on envisage son ¢limination. Les indicateurs actuellement utilisés
pour évaluer I’intensité de la transmission comme le taux de piqlres regues par un Homme
(HBR), le taux d’inoculation entomologique (EIR) ou la parasitémie (pour le paludisme) et les
indices entomologiques pour les vecteurs d’arboviroses comme les moustiques du genre Aedes
(indices maison, de Breteau et pondoirs pieges), présentent des limites majeures notamment
lies a la sensibilité, la fiabilité, au cott et au faite qu’ils soient laborieux a évaluer. Cela est
d’autant plus vrai en absence d’infections patentes et dans des contextes de faible transmission.
Des méthodes alternatives et complémentaires pour estimer 1'exposition directe de ’Homme
aux vecteurs seraient donc tres utiles. Depuis les années 1990, des premiers travaux ont montré
que chez ’Homme, le niveau de la réponse Ac (principalement IgG) spécifique a la salive d'un
certain nombre de vecteurs représenterait un proxy de I’exposition de I’Homme a la piqlire des
arthropodes vecteurs de pathogénes, tels que les Ixodes, Glossines, Anopheles, Aedes et

Lutzomia.
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Dans le cadre de nos travaux de thése, nous avons mené des investigations visant a
quantifier la réponse IgG dirigée contre les peptides salivaires d’Anopheles (gSG6-P1) et
d’Aedes (Nterm-34 kDa) en vue d’évaluer le niveau d’exposition a ces 2 genres de moustiques.
Le peptide salivaire gSG6-P1 est connu pour étre hautement antigénique et hautement
spécifique au genre Anopheles (Arca et al., 2005), sans réactivité croisée pertinente avec les
¢épitopes d'autres protéines ou vecteurs de parasites (Poinsignon et al., 2008a). La réponse IgG
anti-gSG6-P1 décline beaucoup plus rapidement (quelques semaines) que les réponses
spécifiques aux antigenes de P. falciparum et a ce jour n’est pas connue pour conférer une
protection contre le paludisme, évitant ainsi les facteurs de confusion associés a I'immunité et
a l'incidence du paludisme. Quant au peptide Nterm-34kDa, il est tout aussi antigénique et
spécifique du genre Aedes, mais des suspicions de réaction croisés avec les protéines salivaires
des especes Ae. aegypti, Ae. vittatus ou Ae. albopictus subsistent (Elanga Ndille et al., 2012).
Les études présentées ici se sont déroulées lors de saison des pluies (période de forte
transmission). Ce choix a été motivé par le fait qu’il est rapporté en général que les densités
des populations de Culicidae (notamment Anopheles et Aedes) et leurs agressivités sont
associées aux pluies (Kpan et al., 2021; Adja et al., 2021; Assouho et al., 2020).

Ceci suppose que I’exposition de I’homme aux piqlires des moustiques peut étre différente
d’une saison a une autre et donc peut influencer le niveau de réponse IgG anti- peptides
salivaires des deux genres de moustiques. Cette hypothése semblait étre vérifiée d’autant que
les études dans lesquelles sont incluent nos travaux de thése notamment celle de la JEAI-
EVAPALCI ont révélé que les taux d’agressivité des anopheles entres les saisons étaient
positivement associés au niveau de réponse spécifique au peptide salivaire (gSG6-P1). Les
réponses spécifiques au peptide salivaire était significativement plus élevé en saison des pluies
(période de fortes densités de moustiques) qu’en saison seéche (période de faible densité de

moustiques) (Traoré et al., 2018).

De plus nos études (article N°1 et 2), ont révélé une forte intensité et une grande séroprévalence
des réponses Ac spécifiques aux deux peptides dans les populations étudiées au cours des
saisons des pluies. Pour I’étude Sens in vivo ces réponses IgG anti- gSG6-P1 et anti- Nterm-34
kDa de I’inclusion (JO) a la fin du suivi (J42), suggéraient que les individus étaient exposés de
la méme maniere aux piqires des moustiques durant tout le long de I’étude.

Ces résultats sont en accords avec les études qui ont rapporté une association entre la densité

des populations de vecteurs et la réponse Ac spécifique a des protéines recombinantes ou des
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peptides synthétiques issue des protéines salivaires en Afrique (Drame et al., 2015, 2012, 2010;
Elanga Ndille et al., 2012; Poinsignon et al., 2008b, 2008a; Sagna et al., 2019, 2018; Rizzo et
al., 2014a), en Amérique (Londono-Renteria et al., 2015) et en Asie (Ya-Umphan et al., 2017).
Toutefois, dans le cadre des travaux de I’article N°1, 1’évaluation de 1’exposition au
niveau communautaire (site) avec des indicateurs entomologiques (captures sur Homme) et au
niveau individuel en utilisant le biomarqueur immunologique contre gSG6-P1 évaluant
I’exposition aux piqtlires des Anopheles suggere une discordance dans le niveau d’exposition.
En effet, sur la base de la comparaison du nombre de piqires/Homme/nuit (HBR), les enfants
de Petessou ont été significativement plus exposés aux piqires d'anophéles que les enfants de
Dar-es-Salam, alors que la comparaison du niveau médian de la réponse IgG anti-gSG6-P1
suggere plutdt que I'exposition aux piqires d'anopheles était similaire entre les deux sites. Les
données parasitologiques ont indiqué que la prévalence et la densité parasitaire étaient
similaires entre les deux sites, suggérant ainsi que les enfants étaient exposés de la méme
maniere au risque de transmission du paludisme. Ces résultats convergents entre les données
parasitologiques et immunologiques mettent en évidence les limites des méthodes
entomologiques.
La méthode de capture sur Homme renseigne sur le nombre moyen de piqlires qu'un individu
peut recevoir par nuit, donnée obtenue par extrapolation des résultats de captures réalisées dans
un nombre limité de points de capture (ici 3 par site). Ainsi, elle apprécie approximativement
le niveau d'exposition pour chaque espece de Culicidae a I'échelle du site mais ne prend pas en
compte I'hétérogénéité interindividuelle de I'exposition en milieu naturel.
En effet, la proximité des gites larvaires, I'attraction qu'un individu exerce sur les moustiques,
l'utilisation de protections individuelles contre les piqlires de moustiques (Mlls ou MILDA,
serpentins...) ainsi que les caractéristiques des habitations (nature du toit et matériaux de
construction...), suggerent que l'exposition aux piqlres d'anopheles peut tre trés variable
d'une maison a l'autre et également entre les personnes vivant dans la méme maison. A Dar-es-
Salam, le faible nombre de femelles d'anoph¢les capturées lors des enquétes entomologiques
peut s'expliquer par la faible disponibilité de sites de reproduction pour les anopheles en milieu
urbain. Les anoph¢les aiment les petites flaques d’eaux stagnantes, ouvertes, ensoleillées et
fraiches, ce qui suggere qu’il existe des poches isolées de sites de reproduction d'anophéles
dans le contexte urbain, pouvant conduire a des « hot-spot » locaux d'exposition aux anoph¢les

qui pourraient ne pas étre identifiés par les captures entomologiques. De plus, les captures sur
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homme sont effectuées par des hommes adultes et donc pourrait présenter des limites quant a
I'évaluation de I'exposition entomologique chez les enfants (Smith et al., 2004).

L’ensemble des différents travaux réalisés au cours de la présente theése a aussi révélé
que les réponses Ac IgG spécifiques aux deux peptides salivaires présentaient une importante
variabilité interindividuelle. Ces observations indiquent que les individus auraient été exposés
difféeremment aux piqires des moustiques et cela au sein de méme site. Ainsi, bien que certains
facteurs propres a chaque individu (age, sexe, facteurs génétiques, exposition passée, état
nutritionnel, infection par des pathogenes etc...) peuvent avoir une probable influence sur les
réponses IgG anti-peptides salivaires, il ressort clairement de précédentes études que
I’évaluation de ces réponses pourrait permettre de discriminer I’exposition aux piqlres de
moustiques entre des individus d’une population données vivant dans un méme site ou dans
des sites différents (Elanga Ndille et al., 2012; Traoré¢ et al., 2018, 2019).

Pris ensemble, nos résultats montrent que les réponses IgG anti-peptide gSG6-P1 et
Nterm-34 kDa fourniraient pour chaque participant un proxy du niveau individuel d'exposition
aux piqires des moustiques (Anopheles et Aedes) et sont donc plus appropric¢es pour refléter
I'hétérogénéité interindividuelle, et spatiale de 1'exposition en milieu naturel, ce qui permettrait
de discriminer/déterminer les individus et groupes d’individus les plus exposés aux piqires de

moustiques.

2. Influence de I'exposition aux piqiires de moustiques sur la réponse Ac anti-

Plasmodium naturellement acquise

L’immunité des infections transmises par des insectes vecteurs peut étre influencée et
régulée par différents facteurs épidémiologiques relatifs a I’homme, a I’agent pathogene et a
I’environnement. L'effet de 1'age, de facteurs génétiques, les co-infections et 1'état nutritionnel
ont été ¢tudiés de maniere approfondie et il est reconnu qu'ils influent sur les réponses Ac anti-
Plasmodium (Fillol et al., 2009; Gongalves et al., 2014; Dechavanne et al., 2016). De nombreux
facteurs environnementaux (facteurs chimiques, biologiques et physiques) peuvent également
influencer l'activité immunitaire (MacGillivray & Kollmann, 2014) et les réponses vaccinales
(Zimmermann & Curtis, 2019). Des facteurs parasitaires tels que la virulence et la charge

parasitaire interviennent également dans le développement de I’immunité anti-Plasmodium.
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A cet effet plusieurs ¢tudes dans le modéle animal ont été entreprises pour mettre en exergue
I’influence de certains de ces facteurs dans le cas du paludisme. Mais ces approches
expérimentales ne sont pas représentatives de la dynamique naturelle des interactions
immunologiques entre les trois protagonistes qui composent le triptyque
Homme/parasite/vecteur dans le cas du paludisme en zone d’endémie. Pour combler les
insuffisances observées lors des études en laboratoire, les études immuno-épidémiologiques
semblent étre une alternative qui permettrait de comprendre la relation hote-parasite en tenant

compte des paramétres environnementaux.

2.1 Influence de I’exposition aux piqiires des Anopheles sur les profils de la réponse

anticorps anti-P. falciparum

Dans cette ¢tude, nous avons utilis€ une approche immuno-épidémiologique pour évaluer
I’influence de différents facteurs incluant I’age, le genre ainsi que I’exposition individuelle aux
piqlres d’Anopheles sur le développement des réponses Ac-anti-Plasmodium évaluées a un
temps donné. Pour ce faire les réponses Ac IgG, IgGl et IgG3 spécifiques aux antigénes
candidats vaccins AMA-1 et MSP-1 de P. falciparum, ont été analysées au cours d’une enquéte
transversale réalisée a Bouaké (Cote d’Ivoire) pendant la période de transmission chez des
enfants vivant dans des villages/sites différemment exposés aux piqlires de Culicidae.

Nos résultats montrent que les enfants plus exposés aux piqlres d'Anopheles présentaient des
réponses IgG, IgG1 et [gG3 plus faibles a PAMSP1 lorsque la population totale ou uniquement
le village de Petessou étaient considérés. L’age et le genre des participants ne semblent pas
influencer le niveau des réponses anticorps alors que les profils immunologiques étaient
significativement différents entre les deux sites. En effet les enfants de Dar-es-Salam
présentaient un profil immunologique avec des réponses quasi nulles pour les deux Ag
plasmodiaux alors que les enfants de Petessou présentent des niveaux de réponses anticorps
différents selon les Ags. Les enfants présentaient un niveau de réponses Ac significativement
supérieur a Petessou par rapport a Dar-es-Salam pour 1’ensemble des Ag. Aucune association
n’a pu étre mise en évidence entre les réponses Ac spécifiques de PAAMALI et les facteurs
¢tudiés (age, genre et exposition) ; une différence a été observée uniquement au niveau des
villages Cette étude suggére ainsi que I’exposition aux Anopheles serait associée a certaines

réponses Ac anti-Plasmodium.
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L’exposition aux pigires des moustiques influence t’elle l'intensité des réponses Ac
anti-Plasmodium ?

Pour répondre a cette question les enfants ont été séparés en deux groupes d'exposition
en fonction de leur niveau individuel de réponse IgG anti-gSG6-P1 selon une valeur seuil
(moyenne de la population totale): un groupe faiblement exposé et un groupe fortement exposé.
Les niveaux d’IgG, IgG1 et IgG3 aux Ag de PfAMA-1 et PfMSP-1 ont été¢ comparés en fonction
des facteurs démographiques (age, sexe) et entre les deux groupes d'exposition. Les résultats
rapportent que, les titres d'Ac spécifiques a P/MSP-1 different significativement entre les
groupes d'exposition dans la population totale (IgG et [gG3) et dans le village de Petessou (IgG,
IgG1 et IgG3). Une exposition plus élevée aux piqlres d'anopheles était associée a des titres
de réponses plus faibles en IgG, IgG1 et IgG3 spécifiques a P/MSP-1. On pourrait s'attendre a
ce que les réponses Ac soient plus €levées chez les enfants les plus exposés aux anopheles eu
¢gard a la prévalence parasitaire qui était un peu plus de 50%. Néanmoins, les résultats dans
cette ¢tude sont cohérents avec les études qui ont rapporté des observations similaires qui
suggerent que 1’exposition des souris a la salive d’arthropodes (Anopheles et tiques) entraine
une inhibition des réponses immunitaires spécifiques a ’Ag du pathogene (Depinay et al.,

2006; Menten-Dedoyart et al., 2008).

Mécanisme d’action potentiel

Les interactions immunologiques conduisant a la modulation de la réponse immune
anti-Plasmodium par les composés salivaires sont certainement complexes. Des études
approfondies dans des modéles murins ou expérimentaux permettraient de caractériser les
populations de cellules immunitaires activées par la salive ainsi que les cytokines sécrétées.
L'exposition a la salive des moustiques et donc aux molécules bioactives qu’elle contient peut
entrainer une modification des fonctions effectrices des cellules immunitaires et créer un
déséquilibre de la production de cytokines de type Thl et Th2 (Vogt et al., 2018). Des études
expérimentales dans un modele murin ont montré que les cytokines IL-4, inhibitrice IL-10 et
la cytokine pro-inflammatoire TNF-a, étaient régulées a la hausse apreés une exposition aux
piqires non infectantes de moustiques Aedes, Culex ou Anopheles (Zeidner et al., 1999;
Depinay et al., 2006; Cox et al., 2012). L’activit¢é immunosuppressive de 1’IL-10 sécrétée
pourrait augmenter la prolifération des cellules régulatrices T et réguler a la baisse la réponse

Ac spécifique car elle inhibe I’activité des cellules dendritiques en empéchant la présentation
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de I'Ag, I'expression de I'l[FN-y et I'activation des macrophages. Ainsi, il serait concevable que
la diminution potentielle des niveaux d'Ac chez les enfants plus exposés puisse étre associée a
une plus forte production d'IL10. Cette hypothése pourrait étre étudiée en comparant le niveau
de cette cytokine entre individus différemment exposés aux piqlires de moustiques et en
analysant la production d’Ac anti-Plasmodium in vitro aprés stimulation par différentes
cytokines de cellules immunitaires T provenant de ces mémes individus.

Un faible nombre d’études épidémiologiques ont précédemment rapporté une association entre
l'exposition aux Anopheles et 'acquisition d'une immunité naturelle contre Plasmodium en
milieu naturel. Dechavanne et al. (2017) ont rapporté qu'une variable environnementale (indice
quantitatif 1ié au risque spatio-temporel d'exposition aux moustiques anophéles) était
significativement associé¢ a des niveaux élevés d'Ac anti-Plasmodium chez les nourrissons. Sarr
et al. (2007) ont rapporté que les enfants plus exposés aux piqires d'anopheles présentaient une
réponse IgG1 plus faible a des extraits de schizontes et a I'Ag Pf~CSP de Plasmodium par
rapport aux enfants moins exposés, alors qu'aucun effet n'a été observé pour la réponse IgG3
contre les antigénes. Les différences dans les effets observés entre les études pourraient étre
attribuées au contexte différent d'exposition aux piqlires d'anopheles et 1’age des participants.
En effet, I'historique (fréquence, durée et l'intensité) de 1'exposition aux piqires de moustiques
modulerait le systéme immunitaire différemment, comme le mentionne une étude
expérimentale chez des souris exposées aux tiques qui a rapporté un effet immuno stimulateur
avec de faibles concentrations de salive alors que des concentrations élevées étaient
immunosuppressives (Mejri et al., 2002). Des études chez ’Homme dans différents contextes
de paludisme sont donc nécessaire pour mieux ¢lucider ces observations.

De plus afin de s’affranchir du biais de I’intensité d’infection récente sur le niveau de réponses
anti-Plasmodium, 1’étude a inclus uniquement les enfants non parasités. L’historique
d’infection des enfants n’est pas connu et ceci constitue une des principales limites de notre
¢tude en plus du faible nombre d’individus inclus. En effet le temps écoulé depuis l'infection
précédente par P. falciparum peut également participer aux différences observées entre les
individus appartenant a différents groupes d'exposition.

Aucune association entre les groupes d'exposition aux piqares d'Anopheles et les réponses
humorales (IgG, IgG1 et 1gG3) anti-PfAMA-1 n’as été observée. Cette différence d'effet selon
les Ags de Plasmodium peut étre due a des caractéristiques intrinséques aux Ags mérozoites

(Akpogheneta et al., 2008)(330)(Akpogheneta et al., 2008).
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2.2 L’exposition aux autres insectes hématophages modulerait-elle la réponse anti-

Plasmodium ?

Fait troublant, alors que l’intensité de la transmission du paludisme (DP similaire) et les
niveaux de réponses IgG anti-gSG6-P1 des enfants étaient similaires entre les deux villages,
les enfants de Dar-es-Salam présentaient un tres faible niveau d'Ac anti-Plasmodium. Cela
suggere que des facteurs autres que la seule exposition au parasite peuvent moduler les
réponses humorales anti-Plasmodium. Dans notre étude , nous n’excluons pas l'effet de facteurs
génétiques humains, puisque les enfants étudiés n'appartenaient pas au méme groupe ethnique
(Farouk et al., 2005; Arama et al., 2015). La population de Dar-es-Salam est principalement
composée de Dioula et de Mandingue, tandis que les Baoulés autochtones vivent dans le village
rural de Petessou. La présence de Culex (anthropophiles) a été signalée uniquement dans le
village de Dar-es-Salam par les données entomologiques. La salive des moustiques est connue
pour contenir pres de 100 protéines et des analyses comparatives ont indiqué que la salive de
Culex et d'Aedes contient des protéines salivaires spécifiques qui ne sont pas produites dans la
salive d'dnopheles (Ribeiro et al., 2004; Calvo et al., 2010). Nous pouvons donc émettre
I'hypothése que l'exposition aux composants immunomodulateurs de la salive de Culex peut
¢galement contribuer, en plus d'autres facteurs, a la régulation négative des réponses
immunitaires observées chez les enfants de Dar-es-Salam. La disponibilité d'un biomarqueur
sérologique d'exposition évaluant spécifiquement I'exposition individuelle aux piqires de
Culex spp. serait précieuse dans une analyse multivariée pour renforcer cette hypothése.

Des études sur le terrain, dans des contextes épidémiologiques différents, doivent apporter
davantage de preuves de ses effets immunomodulateurs sur I'immunité naturellement acquise
contre Plasmodium. Par ailleurs, des études expérimentales sont nécessaires afin de caractériser
les effets de la salive de moustique sur le systétme immunitaire humain, par exemple en
analysant les populations de cellules immunitaires activées ainsi que les cytokines sécrétées
apres stimulation de PBMC par différentes concentrations de salive et/ou provenant d'individus

exposés de maniére différentielle aux piqlres de moustiques.
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2.3 Influence de I’exposition aux piqilires de moustique et d’autres facteurs sur la
dynamique de la réponse anticorps anti-Plasmodium falciparum acquise aprés une

infection.

La premiere étude transversale a suggéré que I’intensité des réponses anticorps anti-

Plasmodium pouvaient étre associée au degré d’exposition des individus aux piquares
d’Anopheles. En outre, nous avions émis [’hypothése de I’implication d’autres facteurs,
notamment les facteurs liés a 1’hote (susceptibilité génétique), au parasite et également
I’exposition aux piqlres des vecteurs du genre Culex. Ces moustiques vecteurs ne transmettent
pas le parasite P. falciparum. En absence d’un marqueur immuno-sérologique spécifique de
I’exposition aux Culex, nous n’avons pas pu tester cette derniere hypothése. Une autre limite
de cette premicre ¢tude était le caractere transversal de 1’étude, qui ne nous permettait pas de
prendre en compte I’historique d’infection des individus.
A cet effet, afin d’étudier le pouvoir immunomodulateur de la salive des vecteurs sur la réponse
immune anti-P. falciparum acquise apres infection, il était donc important d’étudier cet état de
fait au cours d’une étude longitudinale en incluant d’autres facteurs confondants qui pourraient
influencer cette réponse. En plus, en complément des réponses Ac anti-gSG6-P1 il semble donc
opportun d’étudier I’influence du degré d’exposition aux piqires d’autres genres de moustique
notamment des Aedes. La réponse IgG spécifique au peptide salivaire d’Ae. aegypti N-term
34kDa représente un proxy de I’exposition a Adedes et a ainsi été incluse dans notre deuxieme
¢tude. Cette deuxieme étude vise a évaluer I'influence de facteurs humains, parasitaires et
environnementaux, incluant le niveau d'exposition aux piqares des moustiques Anopheles et
Aedes, sur la modulation de la réponse Ac (IgG) aux Ags d’extrait de schizontes (Pfshz) et de
mérozoites (PFAMA-1, PAGLURP, PMSP-1 et PAMSP-3) de P. falciparum aprées une infection
naturelle sur une période de 42 jours. La cinétique d’évolution offre I’avantage de pouvoir
décrire la variation des réponses IgG anti-Plasmodium de l'inclusion a la fin du suivi en relation
avec les facteurs qui pourraient influencer la dynamique de la réponse.

Les résultats montrent une variabilité¢ interindividuelle des réponses Ac et une
dynamique d’évolution différentes selon les Ag. Seules les réponses Ac anti-Pfshz et anti-
PfGLURP varient au cours du suivi ; celle dirigée contre Pfshz augmente alors qu’elle diminue
pour PfGLURP ; ces résultats viennent souligner la différence d'immunogénicité des Ag de
Plasmodium (Drakeley et al., 2005) et le sobservations classiquement rencontrées au cours des
¢tudes immunologiques longitudinales. Apres une infection palustre clinique, les réponses
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immunitaires atteignent un pic approximativement au bout d’une a deux semaines apres
l'infection puis déclinent rapidement (Yman et al., 2019; Proietti et al., 2013). Néanmoins
certaines réponses Ac anti-Plasmodium ont pu étre détectées de nombreuses années apres l'arrét
d’exposition aux parasites (Drakeley et al., 2005; Fowkes et al., 2012; White et al., 2014) alors
que d’autres études ont montré le contraire (Perraut et al., 2000). Cependant, le délai des 42
jours dans notre étude pourrait ne pas permettre de détecter le pic d’IgG classiquement observé
dans ces études (Kinyanjui et al., 2007; Akpogheneta et al., 2008). En outre, les IgG ont une
demi-vie différente selon les Ag (Fowkes et al., 2016) et cela pourrait participer aux disparités
dans la dynamique de la réponse immunitaire aux différents Ag de Plasmodium observées au
cours du suivi. D’autres facteurs liés au parasite et a I'hote ou environnementaux (exposition
aux moustiques) pourraient ¢galement participer a la modulation dans le temps de la réponse
IgG a P. falciparum.

Comme dans la précédente étude, nous avons utilis¢é le méme niveau d’analyse des
réponses IgG anti-gSG6-P1 et anti N-term 34kDa pour évaluer I’intensité d’exposition aux
piqiires de vecteurs des individus. Fait intéressant, la combinaison des deux réponses nous a
permis de définir un proxy mixte d'exposition aux piqires d'Anopheles et d'Aedes. Toutefois a
la différence de la précédente étude, comme les réponses IgG anti-peptides salivaires sont
transitoires et s'estompent en quelques semaines sans nouvelle exposition, nous avons
considéré que I'évaluation de I'exposition aux moustiques a J42, pouvait refléter 1'exposition
passée depuis l'inclusion des individus dans I’étude.

Pour mieux comprendre la contribution des composants immunomodulateurs de la salive des
moustiques dans la modulation des réponses immunitaires anti-Plasmodium, nous avons évalué
ce facteur environnemental ainsi que différents facteurs humains et parasitaires par une
approche multivariée.

Les résultats ont montré que I’augmentation des réponses IgG pour PfShz et la diminution pour
PfGLURP était positivement associée a 1'age. En effet, I'histoire de l'infection et 1'exposition
cumulative au paludisme peuvent participer a la différence interindividuelle dans la dynamique
des réponses immunitaires (Proietti et al., 2013). Les individus plus agés peuvent avoir connu
plus d'infections dues a Plasmodium et donc avoir développé plus de cellules B mémoires qui
vont rapidement proliférer lors d'une réinfection et se différencier en cellules sécrétant des Ac
a longue durée de vie qui peuvent induire une grande amplitude de réponse IgG aux Ag (Yman
et al., 2019; Akpogheneta et al., 2008). Néanmoins, dans la présente étude, la plupart des

participants avaient moins de 10 ans, ce qui limite la comparaison avec des personnes plus
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agées. Plus intéressant encore, ces variations €taient négativement associées au niveau initial
(lors de I’infection a JO) d’IgG dirigé contre les Ag. On peut donc considérer que les individus
ayant un niveau plus ¢élevé d'Ac au moment de l'infection pourraient produire moins d'IgG
spécifiques au Plasmodium.

Les résultats de 1’analyse multivari¢e indiquent que les dynamiques d’évolution des réponses
IgG anti-Pfshz et d’anti-PfGLURP-RO étaient associées a I’intensité d’exposition aux piqlres
de Aedes. Le sens de cette association était différent suivant la réponse anticorps considérée.
Contrairement a ce qui est observé dans les relations immunitaires dans les cas d’infection
homologue (Anopheles—Plasmodium), c’est I’exposition aux piqires des Aedes qui était
associée aux variations des réponses IgG anti-Plasmodium. Une exposition plus intense a Aedes
affectait négativement la réponse immunitaire IgG anti-PfGLURP alors qu'elle régulait a la
hausse les IgG anti-PfShz. Des études précédentes ont indiqué que la salive des Culicidae a des
effets immunomodulateurs différents sur le systtme immunitaire des vertébrés selon le genre
de moustique. Wanasen et al. (2004) ont suggéré que la production de cytokines Thl et Th2
¢tait réduite en présence d'un extrait de glande salivaire d'dedes aegypti, mais pas de Culex
quinquefasciatus (Wanasen et al., 2004). Ainsi dans le cadre de notre étude nous avons donc
observé une modulation différente de 1'immunité anti-Plasmodium selon le genre de moustique
avec un effet significatif de 1'exposition a Aedes. Par ailleurs, I’ensemble des facteurs énumérés
dans notre étude précédente comme pouvant avoir une incidence sur les réponses immunes
anti-Plasmodium, notamment celles liées a la diversité et la spécificité des molécules bioactives
contenues dans la salive des moustiques, peuvent en partie expliquer ces observations. Ces
¢tudes suggerent que la salive de diverses espéces de moustiques devrait avoir a la fois des
effets similaires et des effets immunomodulateurs spécifiques au genre voire a l'espece. Ici, par
rapport a la salive d'Anopheles, les activités immunomodulatrices de la salive d'dedes sur
I'immunité anti-Plasmodium semblent plus prononcées. La salive d'dedes a été largement
¢tudi¢e et des études ont rapporté un effet profond sur l'activité des lymphocytes et des

macrophages (Ribeiro et al., 2004; Bizzarro et al., 2013)

3. Implication des résultats dans la lutte contre le paludisme

Les réponses immunitaires sont complexes et multifactorielles. Les informations sur les effets

immunomodulateurs de facteurs environnementaux sur l'immunité acquise contre P.

146



falciparum et la prémunition reste limitées, et ce malgré le role essentiel de cette immunité
dans l'issue clinique des infections palustres et dans le développement de 1'immunité vaccinale.
L’¢étude de I’association entre 1’exposition aux moustiques et la réponse immune protectrice
anti- P. falciparum est importante et pourrait permettre d’optimiser de nouvelles stratégies de
lutte contre le paludisme. Nous avons mis en évidence que I’intensité des réponses Ac aux
infections plasmodiales peut étre influencer par le degré d’exposition des populations aux
piqlres des moustiques. Ainsi on peut imaginer que les individus fortement exposés aux
piqlres de moustiques dont la conséquence serait la baisse des réponses Ac dirigés contre les
Ag candidats vaccins des stades sanguins impliqués dans la prémunition seraient plus sujettes
a faire des épisodes réguliers d’accés palustres graves. Le niveau d’exposition aux piqlres de
moustiques pourrait avoir des conséquences sur la transmission des Plasmodium en zone
d’endémies palustre. Ainsi, I’immunité initiée par la salive pourrait étre une composante
immunologique pouvant favoriser I’infection palustre et la transmission des Plasmodium
(Leitner et al., 2010; Le Coupanec et al., 2013). A ’inverse I’immunité initiée par la salive
pourrait tout aussi €tre une composante pouvant compléter I’établissement de I’immunité de
prémunition des populations résidant en zone d’endémie et avoir un effet protecteur sur la
transmission des pathogenes, comme nous I’avons observé au cours de la deuxiéme partie de
nos travaux de thése, avec I’implication de I’exposition aux piqires des Aedes sur la dynamique
d’évolution des réponses Ac anti-schizontes de P. falciparum.

Ainsi, les composés salivaires aux propriétés immunomodulatrices pourraient é&tre les
principales cibles pour le développement de vaccins bloquant la transmission. En effet, tirer
parti de la modulation induite par la salive (par exemple, la neutralisation de
l'immunosuppression ou la potentialisation par un Ag salivaire) aiderait le systéme immunitaire
de 1'hote a répondre aux agents pathogenes. Fait intéressant, au cours de ces dernicres années,
la combinaison d'Ag de pathogenes et salivaires dans un seul vaccin est considérée comme une
option précieuse (Zahedifard et al., 2014; Dragovic et al., 2018b). Tout compte fait d’autres
preuves sur les effets immunomodulateurs de la salive des moustiques sur I’immunité naturelle
contre Plasmodium doivent étre fournies avec des études sur le terrain dans différents contextes
épidémiologiques avec une cohorte plus grande et un suivi plus régulier. Des études
expérimentales sont indispensables pour mieux comprendre et élucider les mécanismes
impliqués, et pourraient conduire a la découverte de nouvelles molécules (immunosuppressives
et/ou potentialisatrices jouant le role d’adjuvant) d'intérét thérapeutique. Par exemple par une

approche expérimentale (mod¢le animal), on pourrait évaluer si une exposition différente a la
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salive des différents moustiques (Anopheles, Aedes et Culex) non infectieux pourrait avoir des
conséquences détectables sur le développement et l'acquisition de la réponse immune
spécifique aux Ag plasmodiaux étudiés dans notre thése. Ceci permettrait premicrement,
d’étudier I’influence des protéines salivaires sur la réponse cellulaire (par exemple en analysant
la production de cytokines ex vivo), deuxiémement d’évaluer I’influence des protéines
salivaires sur la production et I’orientation des réponses Ac anti-P. falciparum et troisi€mement
d’identifier une protéine salivaire spécifique qui jouerait ce role de protéine
immunosuppressive ou potentialisatrice de la réponse immune protectrice.
Nos résultats peuvent également avoir un impact important sur 1'évaluation de l'efficacité de
vaccin contre la transmission du paludisme. La variabilité interindividuelle des réponses
immunitaires humorales a un antigéne spécifique de P. falciparum a été signalée dans
différentes études évaluant I'immunogénicité des candidats vaccinaux (Perraut et al., 2002;
Mamo et al., 2013). L'exposition aux protéines salivaires immunomodulatrices des insectes
pendant ou apres la période de vaccination pourrait moduler l'acquisition ainsi que la durabilité
des réponses Ac a I’Ag candidat vaccin, comme indiqué pour les vaccins contre la rage ou la
typhoide (Moore et al., 2006b). Cela pourrait également avoir des conséquences sur les profils
immunologiques induits en termes d'intensité et/ou de distribution des isotypes, et donc sur
l'efficacité de 1'immunité protectrice. Dans un essai vaccinal antipaludique, il est tout a fait
concevable qu'un candidat vaccin puisse induire différents niveaux de protection chez les
individus vaccinés qui ont été différemment exposés aux piqlres de moustiques
(nature/intensité) ou aux infections plasmodiales ou aux deux. Par conséquent, outre la
diversité des souches plasmodiales et les facteurs liés a I’hote, I’impact de la salive des vecteurs
(moustiques, tiques glossines etc.) sur le développement des réponses immunes anti-
pathogenes devrait étre étudié dans le développement et la mise en place de stratégies
vaccinales (évaluation de I’efficacité lors des essais cliniques vaccinaux) et le contréle des
maladies transmises par ces vecteurs car I’immunité protectrice acquise peut varier selon le
niveau d’exposition d’un individu aux piqlres. Pour vérifier cette assertion il serait donc utile
d’évaluer I’influence de I’exposition aux piqlres des culicidae sur 1’acquisition et le maintien
dans le temps d’une immunité spécifique induite par vaccination.

D’une maniere générale, d’autres études sont nécessaires pour mieux caractériser les
effets de la salive des moustiques sur le systtme immunitaire humain. Mieux connaitre les

effets de la pression immunologique d’exposition aux moustiques est d’autant plus important
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dans le contexte actuel des politiques de prévention du paludisme et des maladies a

transmission vectorielle, reposant en général sur la réduction du contact Homme-vecteur.
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CONCLUSION GENERALE

Dans le cadre de cette thése, nous avons montré par une approche immuno-
épidémiologique que I’exposition aux piqlires des moustiques et donc aux composants
immunodulateurs de leur salive peut étre associé a ’intensité de la réponse immune anti-
Plasmodium falciparum. De maniére intéressante, nos travaux ont montré que 1) les individus
différemment exposés aux piqires de moustiques présentaient différents niveaux de réponses
anticorps aux antigénes des stade mérozoites de Plasmodium, i1) I’exposition humaine a la
salive d’Aedes en plus d’autres facteurs humains et parasitaires, contribuent a la régulation des
réponses immunes anti-Plasmodium lors d’infection naturelle. Ces travaux de thése constituent
donc une contribution significative dans la compréhension des conséquences des composants
bioactifs de la salive sur les réponses immunitaires spécifiques aux agents pathogenes. Ces
observations pourraient étre prises en compte dans les études épidémiologiques et les essais
vaccinaux. Toutefois d’autres études s’averent nécessaire pour une compréhension des

interactions immunologiques qui existent entre les vecteurs, I’Homme et les pathogénes.
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Influence of mosquito bites on specific antibody responses to
Plasmodium falciparum antigens

Human populations living in areas endemic for malaria develop protective immunity which is
predominantly mediated by antibodies against Plasmodium falciparum. This immunity can be
modulated by various factors relating to the host, the parasite and the environment. The human
populations are frequently exposed to bites from blood-feeding insects, in particular to the different
species of Anopheles, Culex and Aedes mosquitoes. Certain salivary components, contained in the
saliva injected into the host at each blood meal, have immunomodulatory properties, and are therefore
able to modulate the host's immune system. This work is interested in host-vector-pathogen
immunological relationships and our objective was to assess the influence of exposure to mosquito bites
on antibody responses specific to Plasmodium falciparum in human populations residing in endemic
areas for malaria.

Blood samples taken during two multidisciplinary studies carried out in Bouaké (Cote d'Ivoire) were
used to assess the IgG and isotypic responses (IgG1 and 1gG3) to certain candidate vaccine antigens
(PTAMAT1, PfMSP1, PfIMSP3 and PfGLURP-RO0) and extracts of schizonts (Pfshz) of Plasmodium
falciparum. Exposure to mosquito bites was defined at the individual level by a serological approach
based on the quantification of the IgG response to certain salivary antigens specific to each mosquito
genus and which represent a proxy for the level of exposure to these mosquitoes. The relationship
between antibody responses to P. falciparum antigens and demographic, parasitic, and environmental
factors has been determined through the use of univariate and multivariate analyzes.

In the first cross-sectional study, the anti-Plasmodium falciparum antibody responses were different
depending on the level of exposure of the children, those highly exposed to Anopheles had significantly
lower IgG and IgG3 responses to PfIMSP1. We did not find an association between antibody responses
to PFAMA1 and the level of exposure to Anopheles. In the second study, we followed the evolution of
the anti-P. falciparum 1gG response up to 42 days after infection. People who were more exposed to
Anopheles or Aedes bites (considering exposure at single genus exposure) had a greater increase in the
anti-PfShz IgG response compared to less exposed people. A positive association between the IgG
response to PfShz and the individual level of exposure to the two genera of mosquitoes combined was
also observed during follow-up. The evolution of the immune response was also associated with age,
parasite density and pre-existing anti-Plasmodium immune response at inclusion. Mosquito exposure
(single or combined) did not appear to influence the dynamics of evolution of specific responses to
merozoite Ags.

Taken together, these results suggest that exposure to mosquito bites, and their immunomodulatory
components are associated to the acquisition and dynamic of antibody responses directed against certain
Plasmodium falciparum antigens. These “field” observations can be the starting point for further work
to further explore the role of mosquito saliva on malaria transmission by combining field and ex-vivo
immunological studies.

Keywords: Malaria; Plasmodium falciparum, Anopheles, Immunomodulation, Exposure, Anti-
Plasmodium immunity, Salivary proteins
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Influence des piqiires de moustiques sur les réponses anticorps spécifiques
aux antigénes de Plasmodium falciparum

Les populations humaines vivant dans les zones endémiques pour le paludisme développent une
immunité protectrice qui est majoritairement médiée par les anticorps contre Plasmodium falciparum.
Cette immunité peut étre modulée par différents facteurs relatifs a I’hote, au parasite et a
I’environnement. Ces populations humaines sont fréquemment exposées aux piqlres des insectes
hématophages, notamment aux différentes espéces de moustiques Anopheles, Culex et Aedes. Certains
composants salivaires de ces moustiques, contenus dans la salive injectée a I’hote a chaque repas
sanguin, ont des propriétés immunomodulatrices, et sont donc capables de moduler le systéme
immunitaire de I’hote. Cette thése s’intéresse aux relations immunologiques hote-vecteur-pathogéne et
notre objectif était d’évaluer I'influence de I’exposition aux piqlres de moustiques sur les réponses
anticorps spécifiques a Plasmodium falciparum chez des populations humaines qui résident en zone
d’endémie pour le paludisme.

Pour ce faire, des échantillons sanguins prélevés au cours de deux études multidisciplinaires réalisées a
Bouaké (Cote d’Ivoire) nous ont servi pour évaluer les réponses IgG et isotypiques (IgG1 et IgG3) a
certains antigeénes candidats vaccins (PfAMAT1, PfIMSP1, PfMSP3 et PFGLURP-R0) et aux extraits de
schizontes (Pfshz) de Plasmodium falciparum. L’ exposition aux piqlres de moustique a été définie au
niveau individuel par une approche sérologique basée sur la quantification de la réponse IgG a certains
antigenes salivaires spécifiques de chaque genre de moustique et qui représentent un proxy du niveau
d’exposition a ces moustiques. La relation entre les réponses anticorps aux antigenes de P. falciparum
et les facteurs démographiques, parasitaires, et les facteurs environnementaux a été réalisée par
I’utilisation d’analyses univariées et multivariées.

Lors de la premiére étude transversale, les réponses anticorps anti-Plasmodium falciparum étaient
différentes selon le niveau d'exposition des enfants, ceux fortement exposés a Anopheles présentaient
des réponses IgG et IgG3 significativement plus faibles a PfMSP1. Nous n'avons pas trouvé
d'association entre les réponses anticorps a PFAMAI et le niveau d’exposition aux Anopheles. La
deuxiéme étude nous a permis de suivre I’évolution de la réponse IgG anti-P. falciparum 42 jours apres
une infection. Les personnes qui étaient plus exposées aux piqlres d'Anopheles ou d'Aedes (exposition
considérée a un genre unique) présentaient une plus forte augmentation de la réponse IgG anti-PfShz en
comparaison aux personnes moins exposées. Une association positive entre la réponse IgG a PfShz et le
niveau individuel d'exposition aux deux genres de moustiques combinée a également été observé au
cours du suivi. L’évolution de cette réponse immune était également associée a I'dge, a la densité
parasitaire et a la réponse immunitaire préexistante anti-Plasmodium a l'inclusion de 1'étude
longitudinale. L’exposition aux moustiques (unique ou combinée) n’était pas associée aux dynamiques
d’évolution des réponses spécifiques aux antigénes de mérozoites.

L’ensemble de ces résultats suggére que 1’exposition aux piqlres de moustiques est associée a
I’acquisition et a la dynamique des réponses anticorps dirigées contre certains antigénes de Plasmodium
falciparum. Ces observations « de terrain » peuvent constituer le point de départ de travaux
complémentaires pour appréhender le réle de la salive de moustique sur la transmission du paludisme
en combinant des études immunologiques sur le terrain et ex-vivo.
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