TABLE DES MATIERES

LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX ...ttt 2
LISTE DES ABREVIATIONS ...ttt e et e e e e e e e e e e eanas 3
NI @ 11 L @ I8 L 1 PP 4
PREMIERE PARTIE: CARACTERISTIQUES GENERALES DU PALUD ISME

[. DEFINITION ET HISTORIQUE ....conii et e e s 5
II. EPIDEMIOLOGIE DU PALUDISME : LA REPARTITION GEOGRAPHIQUE.......... 5

[1l. BIOLOGIE DES PLASMODIUMS ... ..ot e e e e e e e e 6
Ao =T ) £ o F= 11 g [o o =T 1= OSSPSR 6
[I1.2. LS VECTEUIS ...ttt ettt e e e e et et e e e et e et e e e e e e etba e e e e eesnan e eeeenennnns 6
[11.3. LE cycle de p. falCIParUM ...... oo e e e 7
IV. PATHOLOGIE DE L'INFECTION PAR P. FALCIPARUM........ccoiiiiiiiieeeiiiiiiiieeeens 9

[V.1. ACCES PalUSIre SIMPIE......ccc et e e e e e e e e e e e e e eeeeaeeennnes 9
Y7 = 1[0 Lo 1] g =T | = Y= 10
V. L'IMMUNITE ANTI PALUSTRE ...ttt 13
V.L.IMmuNité iNNEe anti PAIUSTIE: ......uueeeiiii i e e e e e e e e e 13
V.2.Immunité spécifique dans le paludiSMe...........ccooiiiiiii e 14
VI. HYPOTHESE DE TRAVAIL ET APPROCHE METHODOLOGIQUE ..................... 16
DEUXIEME PARTIE : TRAVAUX PERSONNELS

|. CADRE D'ETUDE :..coiiiiiiiieiie ettt ettt e e ettt e e e e e et e e e e e e e nneeeeee e e e nnnnes 17
[I. MATERIELS ET METHODES ...ttt ettt e e e annaneea e e 17
o =] = £ PPEURPRPPRR 17

I L T T 1] SRR 18
I1.1.3.Population d’étude et Matériel biologIQUE............ccoeii i 18
2 1V =3 i g oo L] (o o 1= 300 P UPRURPPRRRR 19
I1.2.1. La séparation cellulaire par gradient de Ficoll ...................cooevii i 19
e O N o 41 o o1 PSSR PPPRTRRTPPPIN 19
0 R /o To [= T o o 1= = L (o1 (= PRSP 19
[1.2.2. Marquage cellulaire .........ccccooeiiiiiiiiiiiiiiiieen Erreur ! Signet non défini.

11.2.3. Technique de cytomeétrie €n fluX..........ooooiiiiiiiii e 20



11.2.4. Acquisition et Analyse des ONNEES ..........cccociiiiiiiiiiiiiiiiieiie e 21
L RESULT AT S ittt ettt e e s e e e e e e e e e e e e e et e eeeeesbe b bbn e r e e e e e e aeeaaeeees 25

[1l.1. Caractéristiques clinico-biologiques de la population d’étudeErreur ! Signet non
défini.

[1l.2.Variations des niveaux d’activation lymphocytaire T..........cccceeiiiiiiiiiiiiiiieiiiis 25
[11.2.1. Comparaison des proportions de cellules T activées entre les malades et les temoins
............................................................................................................ 25
[11.2.2.Comparaison des proportions de cellules T activées suivant lI'issue du paludisme
YT (= PP PPPPPPPPPPPR 26
l11.3. Interrelations entre les niveaux d’activation cellulaire dans la population d’étude..... 27
l1l.4. Variations suivant les données hématoparasitologiqUES .............uvveeeieiiiiieeeeeeeeiiiiiinnns 28
l1l.4.1.Comparaison suivant les densités ParasitaireS............eeeeeeeieieeeeeeeeeeiieeeieeeeeeeeeee 28
[V. DISCUSSION ..ottt e e e e e e e e e e e s ettt e e e eeaaaaaaaaaaasasssaaaasnsssssebessaneeeees 30
CONCLUSION ET PERSPECTIVES ... oottt 33
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUE ...t e e 34
ANIN E X E S ..ot e et e e e et e e e e et e et aea e raaaaans 37

Rapport- gfdfé(ff.é’t?ﬁ? %



LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX
LISTE DES FIGURES :

Figure 1 : Cycle évolutif du Plasmodium falciparum
Figure 2 : Physiopathologie du paludisme grave
Figure 3 : Interactions hote-parasite et mecanisme immunologique

Figure 4 : Procédures de détermination des proportions de lymphocytes avec le logiciel Flow
Jo

Figure 5 : Variations des niveaux d’activation suivant la gravité des acces et chez les témoins

Figure 6 : Comparaisons des proportions de cellules T activées suivant I'issue des accés
grave
Figure 7 : Variations des niveaux d’activations cellulaires suivant la parasitémie dans les

deux types d’acces : (a et b) paludisme grave et (c et d) paludisme simple.

LISTE DES TABLEAUX :

Tableau | : Critéres cliniques de paludisme grave de 'OMS en 2000
Tableau Il : Critéres biologiques de paludisme grave de I'OMS en 2000

Tableau Il : Caractéristiques épidémiologiques et clinico-biologiques des cas et des témoins
a l'inclusion

Tableau IV: Interrelations entre le niveau d’activation cellulaire dans le paludisme grave

Tableau V : Interrelations entre le niveau d’activation cellulaire dans le paludisme simple

Tableau VI : Interrelations entre les niveaux d’activation cellulaire et le taux de plaquettes

|

BIAICHA Said Ali Said Mohamed / Mémoire Master immunologie-infection / 2013-2014



LISTE DES ABREVIATIONS

Ac: Anticorps

AMAL: Apical membrane antigen 1

APC: Allophycocyanine

BCR: B-Cell Receptor

BSA: Bovine Sérum Albumin

CD: Classe de différenciation

CTLA : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen
EDTA: Ethylene Diamine Tétra-acétate
FACS: Fluorescence Activated Cell-Sorting
FITC: Isothiocyanate de fluorescéine

FSC: Forward Scatter

GR: Globule Rouge

HLA : Human Leucocyte Antigen

HPD : Hopital Principal de Dakar

IFN : Interféron

Ig : immunoglobuline

IL : Interleukine

IPD: Institut Pasteur de Dakar

LABM : Laboratoire d’Analyse de Biologie Médicale

LB: Lymphocyte B

BIAICHA Said Ali Said Mohamed / Mémoire Master immunologie-infection / 2013-2014

|



L-glu: L-glutamine

LT : Lymphocyte T

NK: Natural killer

NFS : Numération de Formule Sanguine
OMS: Organisation mondiale de la santé
PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell
PBS. Phosphate Buffered Saline

PAF: platelet-activating factor

PS. Pénicilline Streptomycine

PE: Phycoérythrine

PerCP : chlorophylle Peridinine protéine
RBCs: Red Blood Cells

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SVF: Sérum de veau feetal
SSC Side Scatter

TCR: T-Cell Receptor

Th: Cellule T helper

TNF: Tumor necrosis factor

BIAICHA Said Ali Said Mohamed / Mémoire Master immunologie-infection / 2013-2014

|



INTRODUCTION

Le paludisme est un probléme majeur de santé publique. En Afrique subsaharienne, il
reste encore la premiere cause de déces chez les enfants. Environ 207 millions de cas et 627
000 décés dus au paludisme ont été recensés en 2012 a travers lgThdAdesmodium
falciparumest la principale espece responsable des déces parmi les cing especes plasmodiales
pouvant infecter ’'hnomme.

La symptomatologie palustre est variable et elle résulte d’interactions multiples et
complexes entre des facteurs de I'hGte, du parasite et de l'environnement [2]. Parmi ces
interactions figurent les éléments de la réponse immunitaire de I'héte dont I'objectif principal
est de permettre la clairance parasitaire. Cette réponse protectrice repose sur un phénomeéne
d’activation des cellules appartenant aux branches innée et/ou adaptative de I'immunité. Des
avancées significatives ont été notées dans la compréhension du fonctionnement de ces
cellules et de leur rble protecteur ou physiopathologique. Comme la plupart des maladies
infectieuses, le paludisme est marqué, durant sa phase clinique par une activation
lymphocytaire encore mal élucidée et devant étre exploré davantage dans le cadre de la mise
en évidence de biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques du paludisme hospitalier.

Dans cette présente étude, nous proposons une évaluation de ['activation des
lymphocytes T du sang périphérique par la recherche des marqueurs de surface CD69 et
HLA-DR chez des patients hospitalisés pour un acces palustre grave ou souffrant du
paludisme simple a P. falciparuet chez des sujets témoins indemnes d’infection palustre.
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|. DEFINITION ET HISTORIQUE:

Le paludisme est une maladie infectieuse causée par un parasite eucaryote
intracellulaire du genréPlasmodiumet transmise par les moustiques femelles du genre
AnophelesLa premiéere description de la maladie se retrouve dans les écrits trés anciens en
Chine et en Egypte.

L’agent pathogéene a été découvert en 1880Afatonse Laveran(Laveran, 1880) et
c’est en 1897 que les moustiguesopheledurent reconnus comme étant les vecteurs de la
maladie. En 1922, quatrBlasmodiumsinfectant 'homme ont été décrits Plasmodium
falciparum P. malariae, P. vivaxet P. ovale Une cinquieme espede. knowlesia été
récemment retrouvée chez ’lhomme [3].

L’étude des hépatocytes a permis d’établir I'existence d’une phase du cycle parasitaire
au niveau du foie, cette découverte faite aReuivaxa été rapidement suivie par la mise en
évidence du stade hépatique de I'espcéalciparum stade pour lequel les connaissances
restent encore tres partielles [4].

En 1944, deux antipaludiques de synthése la chloroquine et I'amodiaquine sont
commercialisés et seront fortement utilisés. C’est en 1960, que les premiéres souehes de
falciparum résistantes a la chloroquine ont été découvertes en Asie et en Amérique latine.
Cette chimiorésistance apparait de maniere concomitante avec les résistances des anopheéles a
la dichlorodiphényl-trichloréthane ou DDT, utilisé depuis 1948. L’apparition sur le marché
des combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine a apporté un regain d’espoir dans le
cadre de la chimiothérapie antipaludique. Actuellement, un volet important dans la lutte
antipaludique est l'utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides. Elles permettent de
réduire le taux d’'inoculation, donc I'incidence des fiévres, et diminuent ainsi la mortalité et la
morbidité [5].

Il. EPIDEMIOLOGIE DU PALUDISME

Selon 'OMS, 3,4 milliards de personnes ont été exposées au paludisme a travers le
monde, en 2012. Parmi elles, 1,2 milliard de personnes vivaient dans des zones a haut risque
principalement en Afrique et en Asie du Sud-Esttre 2000 et 2012, les taux de mortalité
liée au paludisme ont chuté de 45 % dans toutes les tranches d’age et de 51 % chez les enfants
de moins de cing anf$].
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Ainsi, le paludisme prédomine en zone intertropicale et reste une menace pour la santé
et le développement socio-économique dans un grand nombre de pays tropicaux,
particulierement en Afrique Noire [6].

La distribution des différentes especes plasmodiales dépend étroitement des conditions
climatiques et de facteurs génétiques parasitaires et hunkainseffet, P. falciparum est
surtout retrouvée en Afrique sub-saharienne, tandiPquévaxse rencontre principalement
dans le subcontinent indien, en Amérique centrale et du Sud, en Afrigue du Nord et au
Moyen-Orient. P. ovale est retrouvée presque exclusivement en Afrique occidentale, et
relativement peu de cas d’infectiofPamalariaese produisent en Afrique [7P. knowlesiest
maintenant reconnue comme une cause du paludisme humain potentiellement mortelle dans
les zones forestiéres de I'Asie du Sud-Est [8].

La transmission palustre dépend également de la population vectorielle. Seule une
soixantaine d’especes vectorielles, appartenant au genre Anophéles, peuvent transmettre des
Plasmodiums & I'homme. En Afrique, les vecteurs du paludisme appartiennent
essentiellement a des complexes regroupant des especes morphologiquement identiques mais
ayant une biologie et des caracteres génétiques variés. Ces différentes espéces ont des réles
vectoriels extrémement différents [9].

Au Sénégal, le paludisme est un probléme de santé publique en raison de sa fréquence
et de sa létalité encore élevée. Dans ce pays au climat soudano-sahélien, la transmission
palustre est intermittente, plus fréquente pendant I'hivernage, faible pour le reste de I'année
avec une baisse des niveaux de transmission lorsqu’on passe du Nord au Sud [10].

Chez les enfants divers tableaux sont notés dont des formes graves, neurologiques ou
une anémie, qui surviennent principalement pendant et apres la saison des pluies qui durent

environ trois mois [11].

lll. BIOLOGIE DES PLASMODIUMS

[1l.1. Agents pathogenes

Cing espéces plasmodiales peuvent étre responsables de I'infection chez 'homme qui
est le seul héte réservoiPlasmodium falciparumpP. vivax, P. ovale, P. malariae et P.

knowlesi[3].
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- P. falciparum est I'espéce la plus répandue clans la zone intertroplcale. Son incubation est

de 7 a 12 jours et elle est responsable de la fiévre tierce maligne, de I'acces pernicieux. Elle
évolue d’'une seule tenue, sans rechutes.

- P. vivaxa une répartition large mais elle est absente en Afrique noire. Responsable d’'une
fievre tierce bénigne, sa durée d’incubation est variable de 15 jours a plusieurs mois, elle
évolue avec des rechutes (accés de reviviscence).

- P. ovaleest essentiellement retrouvée en Afrique noire, sa durée d’incubation est variable
(15 jours a plusieurs années). Elle est trés proche de P. vivax

- P. malariae présente une répartition superposable a cellé®ddalciparum Elle est
responsable d’une fiévre quarte et d’accés de reviviscence méme apres un trés long délai.

- P. knowlesia été identifiée en Asie du Sud-Est en particulier dans les zones boisées. Ce

parasite est transmis par la pigqlre de moustiques Anopb2]es

[11.2. Vecteurs

Sur plus de 3000 especes de moustiques décrites dans le monde, seule une soixantaine,
appartenant au genre Anophéles, peuvent transmettre les Plasnadtiomme.

En Afrique, les vecteurs dd’lasmodium appartiennent essentiellement a des
complexes, regroupant des especes morphologiquement identiques mais ayant une biologie et
des caracteres génétiques variés.

Ces différentes especes ont des rodles vectoriels extrémement différents, dont
notammentA. arabiensis, A. gambiad,. funestus, A. nilet A. moucheti [9].Seule la femelle
est hématophage et pique préférentiellement le soir et la nuit. Il est a noter que seul moins de
20% des piglres de moustiques contenant des sporozoites dans leurs glandes salivaires sont

responsables d'infections en zone d’endémie.

[11.3. Cycle de P. falciparum
Les parasites ont un cycle asexué chez I'nomme et un cycle sexué chez l'anophele
femelle.
» Cycle chez I'anophele
Lors d'un repas sanguin sur un individu infecté, 'Anophele femelle ingere des
gameétocytes, a potentiel sexuel méale ou femelle. Ceux-ci parviennent dans l'estomac du
moustigue et se transforment en gamétes. Le gamete male subit un processus d'ex-flagellation

a la suite duquel les gamétes femelles sont fécondés.
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Il en résulte un zygote appelé ookinete; celui-ci s'implante sous la paroi stomacale en
formant I'oocyste. Cette breve phase diploide s’acheve par une division méiotique et est suivie
par plusieurs milliers de mitoses qui conduisent au développement de sporozoites.
L'éclatement de l'oocyste libere ces éléments mobiles et haploides dans I'hnémolymphe du
moustique appelés sporozoites. Ces sporozoites gagnent préférentiellement les glandes
salivaires de l'anophele d'ou ils pourront étre injectés avec la salive lors d'une piglre
infectante.

Chez le moustique, I'ensemble de ce cycle se déroule en 10 a 40 jours, suivant la
température extérieure et les especes en cause.

» Cycle chez 'homme
B Cycle exo-érythrocytaire:

Au cours de la piqare, l'anophele femelle infecté injecte dans un capillaire des
sporozoites. Les sporozoites transitent dans la circulation générale et, en quelgues minutes, ils
envahissent les hépatocytes grace a une interaction spécifique entre la protéine majeure de
surface du sporozoite et un récepteur spécifique situé sur la membrane plasmique de
I'hépatocyte. Le sporozoite entre alors dans une phase de réplication, au sein de la vacuole
parasitophore et de prolifération intracellulaire qui repousse en périphérie le noyau de la
cellule et finit par constituer une masse multi-nuclée appelée schizonte qui conduit a la
libération de plusieurs dizaines de mérozoites dans la circulation. Cette phase de
multiplication est asymptomatique et dure de 8 a 15 jours, selon les espéces. Contrairement a

P. vivax P. falciparumne possede pas de formes de persistance hépatique ou hypnozoites.

B Cycle intra-érythrocytaire:

Cette phase sanguine est responsable des symptdmes qui peuvent étre d'intensité variable.
Les mérozoites libérés lors de la rupture de I'hépatocyte vont débuter le cycle sanguin asexué
de prolifération de P. falciparumen infectant les érythrocytes.

Les mérozoites pénetrent grace a un processus parasitaire actif et se différencient au sein
de la vacuole parasitophore en anneau, puis en trophozoite, stade a partir duquel une intense
phase réplicative commence. |l donne alors naissance au schizonte, celui-ci apres
segmentation montre une forme caractéristique de rosace, puis libere 8 a 32 mérozoites qui
rapidement réinfectent des érythrocytes sains. L'ensemble de ce cycle dure 48 heures chez
falciparum L'apparition des gamétocytes a lieu en général la deuxieme semaine qui suit
l'infection et ces formes peuvent persister plusieurs semaines apres la guérison. A la suite

d'une nouvelle piqdre, 'anophéle ingére les gamétocytes males et femelles [13].
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Figurel : Cycle évolutif du Plasmodium falciparunjl14] .

IV. PATHOLOGIE DE L'INFECTION PAR P. FALCIPARUM

Elle est tres complexe, car la symptomatologie du paludisme est liée au cycle de vie du
parasite En effet, pour toutes les espéeces plasmodiales, le cycle exo érythrocytaire, hépatique
est sans conséquence apparente et les seules manifestations cliniques s’observent au cours de
la multiplication érythrocytaireLes symptémes et les signes cliniques de la malaria sont
provoqués par les formes asexuées des parasites, qui envahissent et détruisent les RBCs,
localisés dans les tissus et les organes en liant aux cellules endothéliales (cytoadherence), et
induisent le dégagement de beaucoup de cytokines pro-inflammatoires (par exemple facteur
de nécrose de tumeuyr TNF o) [7].
IV.1. Acces Palustre simple

Paludisme asymptomatique sans signes de gravite ni éléments d’appréciation
(cliniques ou biologiques) permettant d’affirmer un dysfonctionnement des organes vitaux.
Sur le plan clinique, la suspicion de paludisme repose donc principalement sur la présence

d’'un état fébrile ou d’antécédents de fievre [15] .
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On distingue les acces de primo-invasion et les accés de la phase d’état a fievre périodique. Le
tableau clinique des accés de primo-invasion est celui d’'un embarras gastrique fébrile associé
a des céphalées et des myalgies. Une hépatomégalie peut parfois étre retrouvée. Puis va
succéder la phase d’état avec une périodicité des accés thermiques. Ces acces palustres sont
caractérisés par la succession de 3 phases a rythme régulier : frissons, chaleur et sueur. Dans
la réalité, les acces sont souvent moins typiques.

Ces derniers sont extrémement divers et vont du simple portage asymptomatique aux

manifestations graves telles que le coma.

IV.2. Paludisme grave

L’acces pernicieux palustre a été initialement défini par Alphonse Laveran comme une
« forme suraigué de paludismé dalciparumsusceptible de tuer rapidement le malade en 36
a 72h lorsqu’un traitement spécifique n’est pas rapidement et correctement institué »[16]. |l

regroupe en particulier les formes cliniques du paludisme ayant un risque d’évolution fatale.

Il existe plusieurs formes d’'acces palustre grave et des criteres de gravité ont été
définis en 1990 par 'OMSyuis révisés en 2000 &bleau | et 11) [17]. Une cause majeure de
décés chez les patients atteints de paludismeaciparumest le neuropaludisme. C’est une
forme résultant d'une occlusion des microvaisseaux cérébraux par les globules rouges
infectés [18].
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Tableau I: Criteres cliniques de paludisme grave de 'OMS en 2000

Précisions du texte de 'TOMS

Prostration Extréme faiblesse

Trouble de la conscience Adulte: score de Glasgow modifié*< 9
Enfant: score de Blantyre < 3

Respiration acidosique Détresse respiratoire chez I'enfant

Convulsions répétées Au moins 2 par 24heures

_ _ Pression artérielle systolique < 80 mmHg en présence de
Collapsus cardiovasculaire _ L ) _ _ _
signes périphériques d’insuffisance circulatoire

Edéme pulmonaire Définition radiologique

Saignement anormal Définition clinique sans autre précision

Ictere Définition clinique ou bilirubine totale > 50mol/L
Hémoglobinurie macroscopique Urines rouges foncées ou noires, hémoglobinurie ou

myoglobinurie a la bandelette, absence d’hématurie

microscopique

Tableau Il : Critéeres biologigues de Ealudisme grave de 'OMS en 2000

Critéres biologiques Précisions du texte de 'OMS

o Enfant: hématocrite < 15% ou hémoglobine plasmatique < 5g/dL
Anemie sévere i . i . i
Adulte: hématocrite< 20% ou hémoglobine plasmatique < 7 g/dL

Hypoglycémie Glycémie < 2,2 mmol/L (< 400 mg/dL)

Acidose Bicarbonates<15 mmol/L + acidémie avec pH < 7,35
Hyperlactatémie Lactates plasmatiques > 5 mmol/L
Hyperparasitémie Parasitémie 4% chez le non immun

Enfant: diurese < 12 mL/kg/24 h ou créatininémie > g6®I/L (>
Insuffisance rénale 3,0 mg/dL) apres réhydratation

Adulte: Créatininémie > 26pml/l avec diurese < 400 mL/24h apres
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réhydratation

Le neuropaludisme se caractérise par des troubles de la conscience (coma calme), des
convulsions et des troubles neurologiques (troubles du tonus, troubles cérébelleux...).
Des manifestations viscérales peuvent étre associées : splénomégalie, hépatomégalie,
hypoglycémie, ictéere, anémie, cedéme aigu du poumon, collapsus, insuffisance rénale
fonctionnelle et troubles de la coagulation. Ces accés graves non traités sont mortels, mais

correctement traités la mortalité reste cependant élevée. [13].

Dans le paludisme &. falciparum des facteurs parasitaires comme RE&PI
(glycolipide faisant partie des toxines parasitaires) facilitent le recrutement des macrophages
et la libération par ces cellules de nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme IFN-
TNF-o, IL-1, IL-6 etc.Figure 2) [19]. Le TNF-u est un acteur important, qui injecté aux
souris reproduit la plupart des manifestations cliniques et biologiques du paludisme grave de
’homme [20],[21]. Il a été démontré que le taux €levé de TtN#ait corrélé au degré de
sevérité du paludisme humain, a la parasitémie et a la mortalité [20],[22]. Cette cytokine

induit également laurexpression de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales ce

qui facilite le phénomene de cytoadhérence précédemment décrit [23]

Libération de toxines:
P <~ PfGPI; hémozoine...

Recrutementde Ha

't

'\.- </

@
Ieucocytesetde (—" ] a¥
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,. C
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Figure 2 : Physiopathologie du paludisme grav§l9]

BIAICHA Said Ali Said Mohamed / Mémoire Master immunologie-infection / 2013-2014 14




V. UIMMUNITE ANTI PALUSTRE

La prémunition correspond au maintien d’'une infection parasitaire minimale, qui
constitue une condition indispensable pour une protection contre I'infection ultérieure. Elle
pourrait étre liée a I'acquisition d’une immunité antitoxique, ou immunité contre le paludisme
maladie, pouvant précéder de plusieurs années I'immunité contre le paludisme infection. Ceci
expliqgue gu'un enfant vivant en zone d'endémie peut continuer a avoir des infections
plasmodiales, et parfois des parasitémies trés élevées en I'absence du moindre signe clinique.
Pour expliquer I'apparition d’'une symptomatologie et éventuellement sa gravité, on envisage
une cascade d’amplification induite par les toxines plasmodiales. Le développement
d’anticorps anti-endotoxines module la réponse a lI'agression paragdire
Actuellement, il n'existe aucune preuve que I'immunité stérile fonctionnelle vers le parasite du
paludisme est réalisée sur une grande échelle dans les zones d'endémie palustre. Au lieu de
cela, les adultes acquiérent un état dimmunité clinique vers une maladie grave, dont ils
contrblent et tolérent l'infection [25]. Grace a une réinfection constante, ils peuvent ainsi
devenir des porteurs asymptomatiques de stade sanguin asexuée, ainsi que infectieux,

gameétocytes-stades sexués [26].

V.1.Immunité innée anti palustre:

L’'immunité innée se distingue de I'immunité acquise par le fait qu’elle s’active tres
rapidement, sans immunisation, sans vaccination préalable. L'immunité innée joue un role
central dans la lutte contre les infections. Cependant, I'importance de capteurs immunitaires
innées dans la détection des parasites intracellulaires, teRlagmodiumspp, a récemment
eémergé comme un theme central dans le domaine des interactions héte-pathogéne [27].

Les neutrophiles, les mononucléaires phagocytes et les cellules « tueuses naturelles »
(Natural killer) généralement appelées cellules NK, sembleraient jouer un réle prépondérant
dans limmunité innée observée au cours des infections palustres précoces. Certains
sporozoites restent dans la peau et dautres se déplacent dans les vaisseaux
lymphatiques. Alors que la plupart des parasites lymphatiques sont capturés et dégradée par
les cellules dendritiques par un mécanisme encore inconnu[28, 29], certains semblent étre en
mesure de résister a la dégradation et peut méme se développer en putatif petit formes exo-
érythrocytaires[28, 30]. Les cellules NK augmentent particulierement en nombre et sont
capables de détruirm vitro les globules rouges parasités [parfalciparum in vitro [31,

32] ;Une tres récente étude vient de montrer que les cellules NK provenant du foie sont
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capables de détruire les cellules hépatiques parasitées par des sporozoites, alors qu’elles sont

inaptes a détruire les globules rouges parasités par des trophozoites [33].
V.2.Immunité spécifique dans le paludisme

Les réponses immunitaires humorales jouent un rdéle important dans l'immunité
naturellement acquise au paludisme, mais elles sont lentes a se développer et inefficacement
maintenu. Méme si cela peut étre di en partie a la nature complexe de Plaspardsites
et le haut degré de variation antigénique, il est prouvé également que le parasite active la
fonction des cellules B modifie [26] . L'infection palustre engendre la production par les
lymphocytes B de concentrations plasmatiques tres élevées d'immunoglobulines (anticorps)
non spécifiques du paludisme[34], mais il induit a la fois une production d'immunoglobulines
spécifiques et des anticorps
polyclonaux, impliquant une production & prédominance d’IgM et d'IlgG. Bien que les
anticorps de différents isotopes puissent avoir des fonctions protectrices, les IgG sont a cet
effet, les plus performantes [35, 36]. Les anticorps peuvent protéger du paludisme par une
variété de mécanisme. lls peuvent ainsi inhiber I'invasion des érythrocytes par les mérozoites
[37]. lls peuvent aussi inhiber la croissance intra érythrocytaire du parasite ou 'augmentation
de I'élimination des érythrocytes parasités de la circulation en les fixant a leur surface. Les
anticorps préviennent ainsi la séquestration des érythrocytes parasités dans les petits
vaisseaux, et favorisent leur élimination par la rate [38, 39]. La réponse des sous-classes
d’lgG pourrait aussi étre importante pour la fonction des anticorps. Des études en Papouasie-
Nouvelle-Guinée chez les enfants, constaté que I'lgG3 contre I'antigéne de membrane apicale
1 (AMA1) était fortement associée a la protection contre le paludisme, tandis qu’il y avait
seulement une faible association avec 1gG1[40], et d'autres études ont également souligné
l'importance de la réponse IgG3 dans protection contre le paludisme [41]. Ce constat justifie
une enquéte plus approfondie, car AMAL essais vaccinaux montrent IgG1 qui est la sous-
classe IgG dominante induite par la vaccination [42].

Parmi les Lymphocyte T, tous n'ont pas la méme fonction. Certains sont capables
d’interagir avec les Lymphocyte B et les aider a se différencier et produire des anticorps (Ac)
ou encore d’interagir avec les cellules phagocytaires et de participer indirectement a la
destruction de pathogénes intracellulaires [43, 44].

L'immunité cellulaire joue un réle primordial dans la protection dirigée contre le
développement pré érythrocytaire ElasmodiumLe réle possible de CD4 et de lymphocytes
T CD8 portant la clairance parasitaire in vivo a été étudiée en utiféasmodium chabaudi
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dans C57BL / 6 en tant que modéle. Des anticorps monoclonaux spécifiques des molécules
CD4 et CD8 ont été administrés in vivo pour appauvrir sélectivement le sous-ensemble
approprié de cellules T. L'efficacité de I'épuisement a été vérifiée par cytométrie en flux et des
études fonctionnelles [45]. Cette immunité est induite a la fois par les sporozoites et par le
stade suivant, le stade hépatique. Dans les deux cas cependant, la cible est I'hépatocyte,
capable de processer et de présenter des antigénes plasmodiaux aux différentes cellules
effectrices, les lymphocytes T CD4+ et CD8+. Pour les cellules T CD8+ qui ont
d’'importantes fonctions effectrices dans I'immunité pré-érythrocytaire [46], elles contribuent

a la protection contre le paludisme sévere [47, 48].

Présentation d’ antigéne

Activation

Prolifération .
o Anergie

Différenciation /7" AH%? be

Polarisation
Th1l/Th2

Cellule T effectrice

Figure 3: Interactions hote-parasite et mecanisme immunologiquii9]
La protection induite est en grande partie le fait de cytokines de type Th-1 telles
gu’IFN-y, IL-l, IL-6, IL-12 et TNF-, l'inhibition et/ou la destruction du parasite paav étre
la conséquence de mécanismes effecteurs tels que dérivé nitré ou oxygene, protéines de la
phase aigues. Moins impliqués que les lymphocytgy Tes lymphocytes ¥ contribuent
cependant a une immunité de protection contre les stades préeythrocytaires.
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VI. HYPOTHESE DE TRAVAIL ET APPROCHE METHODOLOGIQUE

L’activation lymphocytaire est le développement ultérieur de fonctions cellulaires
effectrices. Elle sous-tend toutes les facettes de I'immunité adaptative [50]. Tres complexe,
elle résulte d'une cascade finement régulée d'événements avec comme conseguence
I'expression de plusieurs molécules de surface, la production et la sécrétion de cytokines [51].
Les différentes sous populations lymphocytaires partagent de nombreux marqueurs et
molécules exprimées par les lymphocytes T en faisant la distinction entre l|'expression
constitutive et I'expression induite (marqueurs d'activation). On mesure quantitativement le
nombre de cellules T exprimant des molécules d’activation comme CD69, CD25, CD71,
CD122, HLA-DR ou des molécules de co-stimulation telles que CD28, CTLA-4, CD80,
CD86, y compris trois marqueurs de cellules T CD3, CD8 et CD4 [52]. C’est ainsi que
'expression de marqueur membranaire ou de relargage de cytokines par les PBMC stimulées
in vitro par divers agents d'activation sont trés utilisés dans I'évaluation des niveaux
d’activation. L’'infection palustre est responsable d’'une activation lymphocytaire intense et
d’'une production soutenue de cytokines pro-inflammatoires [53].

Les antigenes d’activation sont des molécules cellulaires dont I'expression peut étre
induite sur les cellules T, B et NK des lymphocytes. L'antigene CD69 est exprimé
positivement au début de 4h apres l'activation et initie I'activité des protéines tyrosine
kinases [54, 55] . Entre 12-24 h apres stimulation, CD25 est exprimé sur la membrane
cellulaire pour faciliter la production d'un récepteur IL-2 de haute affinité qui déclenche la
prolifération et la différenciation cellulaire [56]. HLA-DR est exprimé entre 48-60 h pour la
présentation des antigenes et marque un progres vers les phases spécifiques et adaptatives de

la réponse immunitaire.

Dans cette étude nous avons exploré l'activation précoce et tardive des PBMC de
patients souffrant de paludisme clinique par la mesure des pourcentages de cellules T
exprimant les deux marqueurs choisis. Cette étude repose sur des constats antérieurement
rapportés et concernant I'existence d’'une cascade complexe de la réponse immunitaire
cellulaire essentiellement de type T. Les patients étudiés étant recrutés dans un service de
réanimation pour les cas graves, ils ont tous eu les mémes chances de survie en raison d’'une
prise en charge identique et bien conduite. Pour les sujets ayant servi de témoins, I'absence
d’'une infection plasmodiale et celle de toute infection pouvant interférer sur l'activation
lymphocytaire, consolident 'hypothese selon laquelle toute variation des niveaux d’activation

cellulaire par rapport aux cas cliniques ne serait liee qu’au paludisme.
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|. CADRE D’ETUDE :

Il s’agit du Service Réanimation de I'H6pital Principal de Dakar, ou les patients
atteints de paludisme grave ont été recrutés. Les services de Médecine et les laboratoires
d’analyse du méme centre hospitalier ont permis le recrutement des patients atteints d’acces
simples et pour les témoins, il s’agit d’'individus indemnes de paludisme recruté au LABM de
I'Institut Pasteur de Dakar dont ils étaient orientés pour un contréle de la glycémie. Tous les
prélévements ont été manipulés au niveau de I'Unité d'Immunogénétique de I'Institut Pasteur
de Dakar.

[I. MATERIELS ET METHODES
[1.1.Matériels

[1.1.1.Matériel du laboratoire :

= Hotte a flux laminaire vertical.........................e.. Flufrance®, France)
eI UGCUS S (Jouan® GR412)
= Bain-mare a37....cccci it e e e e e (MEMMETT)

» |Incubateur thermostatique fixé a + 37°C (x0,5°C de tolérance)

» FEtuve a atmosphére enrichie en q@7°C + 5% CQ) ............ (Jouan GR412)
= Balance de précision. ... oo (Navigator®)

m CentrifUGeUSE (Jouan® GR412)

= Microscope OptiqQUe. (Leica® DMBL)

= Congélateur a-20 °C. (Goldstar ®)

» Réfrigérateur a -4°C_ o (White Westinghouse®)

» BainMarie (Memmert)

» Tubesavec EDTA . . ... (Becton Dickinson S.A, Vacutainer) —

= Tubes d’échantillonnage 1,8ml o (Nunc® Danemark)

= Tubes coniques Falcon 15;50ml ... ... (Becton Dickinson S.A.)

(GilsonMedicalElectronics® S.A., France)
= Cellules hématimétriques de type COVA

= Embouts stériles sans filtre (200ul et 1000ul)

= FACS Count pour la numération lymphocytaire

= Portoirs pour tubes eppendorf

=  Film autocollant
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I1.1.2.Réactifs :
= Ethanol 70%
= Ficoll
= Bleu Trypan
= RPMI + Pénicilline / Streptomycine
= PBS (1X)
= PBS (1X) BSA 1%
* PBS (1X) BSA 1% PAF 1%
= SAB découplémenter
= Eau distillée stérile
= Anti-human CD4 APC-conjugated
= Anti-human CD8 PercP -conjugated
= Anti-human CD3 PE/Cy5-conjugated
= Anti-human CD19 APC-conjugated
= Anti-human CD69 FITC -conjugated
= Anti-human HLA-DR- PercP -conjugated
= Mouse IgG1 control FITC-conjugated
= |sotype control IgG2a APC-conjugated
= Mousse IgG1 control PE-conjugated

= Mousse IgG1 control PercP-conjugated
11.1.3.Population d’étude et Matériel biologique

Le recrutement des patients a eu lieu a 'HPD erfir8dptembre et le 31 Décembre
2013 une période de fortes incidences d’accés palustre. Ce recrutement a reposé sur une
étroite collaboration entre les chercheurs et biologistes de I'IPD, les cliniciens et les
biologistes de I'HPD. Les patients ont été sélectionnés sur la base des critéres de définition
élaborés par I'OMS en 2000, concernant les acces cliniques.

Sur I'ensemble des patients colligés, 52 patients ont été sélectionnés pour I'étude. I
s’agit de 12 individus consultant pour un acces palustre simple, 22 patients hospitalisés au
service de réanimation pour un acces palustre grave dont 5 patients ayant eu une issue fatale
et 18 sujets témoins indemnes du paludisme. La sélection a été effectuée a la suite du
consentement éclairé signé par soit les parents directs des patients ou par les patients eux

méme.
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Pour chaque patient, une prise de sang faite sur un tube EDTA et la confection d’une
goutte épaisse ou d’'un frottis sanguin au moment du recrutement ont permis I'étude des
données hématologiques par NFS, l'isolement des PBMCs et l'appréciation de la densité

parasitaire.

II.2. Méthodologie
[1.2.1. La séparation cellulaire par gradient de Ficoll :
[1.2.1.1. Principe

Les éléments figurés du sang, en milieu Ficoll de haute densité, subissent durant la
centrifugation une migration différentielle qui conduit a leur séparation en deux fractions :

d’'une part, les érythrocytes et les granulocytes qui sédimentent au fond du tube et d’autre part,
les lymphocytes, les monocytes et les plaquettes qui restent a l'interface échantillon/milieu de

séparation.

[1.2.1.2. Mode opératoire

Il faut préciser que ce travail a été fait de facon stérile sous la hotte a flux laminaire.
Déposer lentement le sang total (2,5 a 5 ml) au dessus de 4 ml de Ficoll 1077contenus dans
un tube conique Falcon de 15 ml :

= éviter de mélanger les deux solutions puis Centrifuger & 1500 rpm pendant 30 min &
20°C de maniere a séparer les cellules mononuclées (PBMC, interface RPMI-Ficoll)
des PNN (interface — GR).

= Collecter l'interface des PBMC apres avoir enlevé le PBS ou RPMI et transférer les
cellules dans un nouveau tube de 15 ml, Compléter le volume jusqu’a 15 ml avec la
solution de lavage RPMI/ PS/ L.glu et centrifuger 1500 rpm pendant 30 min a 20°C (2
fois).

= Reprendre le culot de cellules dans 2 ml de RPMI/ PS/ L.glu

» Faire une dilution au 1/10 de la suspension cellulaire dans du bleu trypan filtré en
mettant 20 pl de la suspension cellulaire dans un puits d’'une plaque ELISA de 96
puits contenant 180 ul de bleu trypan puis vortexer le mélange obtenu avant de
prendre 10 a 20 pl pour remplir une cellule Kova-Glasstic® Slides de 10 puits
compter les cellules vivantes (fluorescentes) au microscope optique X 40 :

Pour déterminer le nombre de cellules il faut multiplier la concentration cellulaire obtenue

selon le tableau 1 (nombre de cellules par pl) paf* 2dio:
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= 10 c'est-a-dire I'inverse de la dilution avec le bleu trypan
= 10° pour avoir le nombre de cellules par ml (1000 pl) de suspension
= 2 pour avoir le nombre total de cellules dans les 2 ml de suspension.

C’est a partir de cette suspension qu’est réalisé le technigue de marquage cellulaire et s'il

reste des cellules /ml, on les conserve a -180°C.
[1.2.2. Marquage cellulaire

Préparer 4 tubes de cytométrie pour chaque échantillon. Ajuster &cellies/100 pl, puis
prendre 50 pl de suspension de cellules par tube, soit 500 000 cellules. Ajouter 5 pul de SAB
dé complémenté pour bloquer les sites non spécifiques, incuber pendant 15 min a 4°C.

Ajouter :

10 pl de PBS 1X dans le tube 1 (BLANC)

10 ul de mixte isotype dans le tube 2 (ISOTYPE)

10 pul de mixte 1 dans le tube 3 (CD3-PE, CD4-APC, CD8-PercP et CD69-FITC)

10 pul de mixte 2 dans le tube 4 (CD3-PE, CD19-APC, CD69-FITC et HLA-DR-
PercP)

Vortexer puis incuber pendant 30 minutes sur la glace a 4°C et a I'abri de la lumiere ; laver 2
fois avec 500 ul de PBS 1X — BSA 1% ; verser le surnageant puis récupeérer le culot dans 300
pl de solution de fixation (PBS 1X — BSA 1% - PAF 1%) ; incuber pendant 15 a 20 min a la
Température ambiante a l'abri de la lumiére puis centrifuger a 1800 rpm pendant 5 min ;
verser le surnageant et reprendre le culot dans 1 ml de PBS 1X et acquisition au Cytométrie

en flux.
11.2.3. Technique de cytométrie en flux :

La cytométrie en flux ou FACS (Fluorescence Activated Cell-Sorting) est une
technique d’analyse paramétrique (tailles, granularités...) sur des cellules isolées a partir
d'une suspension de populations cellulaires hétérogenes, entrainées rapidement dans une

gaine liquide et amenées une par une dans un faisceau laser [57].
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[1.2.4. Acquisition et Analyse des données

Le cytométrie en flux ayant permis l'acquisition de nos cellules étudiées est le FACS
Calibuf®. Il est géré par le logiciel Cell Quest Pret les données recueillies ont été analysées
par le logiciel FlowJ810.0.6. Cette procédure a permis d'abord la confection de plots parmi
lesquels I'exemple représenté surfigure 3 ; puis la détermination des proportions de

cellules T/CD4 et CD8 exprimant les marqueurs membranaires CD69 et HLA-DR.

Rapport- gfdf&fff.é’t?ﬁ? @
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Figure 4 : Procédures de détermination des proportions de lymphocytes avec le logiciel Flow Jo
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[1.2.5. Analyse statistique des données

Elle a été réalisée avec le logiciel STATVIEWersion 5.1. Les tests non
paramétriques de Mann Whitney et de Kruskal-Wallis ont été utilisés pour les comparaisons
statistiques de pourcentage d’expression de CD69 et HLA-DR pour les lymphocytes. La
recherche de corrélation a été faite par le test des rangs de Spearman.

Une valeur de p < 0,05 était considérée comme statistiquement significative.
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lll. RESULTATS

l1l.1. Caractéristiques clinico-biologiques de la population d’étude

Les données sont résumées au nivealatleau Il . La comparaison des parameétres

suivant la gravité montre des variations significatives des taux de globules blancs, de

plaguettes et de I'hématocrite. En effet, chez les patients souffrant de paludisme grave, on

observe une augmentation des globules blancs liée surtout a celle des polynucléaires

neutrophiles et des taux de plaquettes inférieurs a ceux des patients consultant pour un acces

palustre simpleK < 0,05). L’hématocrite et les taux de globules rouges sont plus élevés dans

les cas de paludisme non aggrave.

Tableau lll : Caractéristiques épidémiologiques et clinico-biologiques des cas et des témoins a I'inclusion.
o Acceés palustres Témoins
Caractéristiques
Grave p* Simple p** Non infectés
Effectifs (N) 22 12 18
Sexe M/F 16/5 715 12/6
Age moyen (ans) 38,09 (15 - 80) 0,001 17 (5 - 33) 0,0008 | 31,06 (23 - 50)
Hémoglobine (g/100ml)| 10,94(6,7 - 15,9) ns 13,1 (11,3 -15,7) ns 14,20 (11,3 - 16,5)
Hématocrite (%) 30,88 (19,2 - 43,7) 0,032 38,77 (32,5 - 46,3) 0,050 42,08 (33,6 - 48,3)
Globulesrouge
. 3,23(2,2-4,48) 0,04 4,59 (4,02 - 5,41) ns 5,03 (4,16 - 5,78)
(million/pl)
Globules blancs (pl) 10,29 (4,79 - 29,22) 0,04 6,74 (4,2-11,3) 0,001 5,58(3,7-8,8)
Plaquettes (Giga/l) 93,35 (12 — 375) 0,008 157,71 (80 -239) ns 260 (202 — 321)
BasophilegGiga/I) 0,07 (0-0,2) ns 0,08 (0,02 - 0,17) ns 0,05 (0-0,1)
Neutrophiles (Giga/l) 9,09 (4,6 - 13,54) 0,08 4,58 (1,94 — 8,73) 0,03 |2,54(1.47-4.51)
Eosinophiles (Giga/l) 0,02 (0,01 —0,02) 0,04 0,15 (0,02 - 0,33) ns 10,31(0.02-0.79)
Lymphocytes (Giga/l) - ns 1,35 (0,62 — 1,88) ns 2,26 (1,51 -3,8)
Monocytes (Giga/l) - ns 0,59 (0,07 -1,1) ns 0,38 (0,09 — 0,89)
Parasitémie (P/ul) 30814,08 (40 — 324000 ns 4812,62 (80 — 24652) ns -

P* = Test de Mann-Whitney, comparaison acces gragesispaludisme simple et témoins
P** = Test de Mann-Whitney, comparaison paludisme simpisustémoins
ns = différence non significatif (P > 0,05)
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Les comparaisons faites entre les témoins indemnes de paludisme et les patients
souffrant de paludisme simple permettent de constater des neutrophiles plus nombreux en
moyenne chez les malades (P<0,05).

[ll.2.Variations des niveaux d’activation lymphocytaire T
[11.2.1- Comparaisons des proportions de cellules T activées entre les malades et les

témoins
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Figure 5: Variations des niveaux d’activation suivant la gravité
des acceés et chez les témoins

L’étude de la variation des niveaux d’activation lymphocytaire T selon la gravité
(entre paludisme grave et paludisme simple) et chez les individus non-infectés montre une
différence significative de I'expression du marqueur CD69 par les cellules CD3 (P < 0,01)
(Figure 5a). Parmi les sous groupes de cellules T CD3, ce marqueur précoce de I'activation
cellulaire (CD69) est surtout retrouvé a la surface des lymphocytes T @@t un
pourcentage d’environ 5% chez les patients hospitalisés pour un paludisme compliqué
(Figure 5b) (P = 0,002. Pour les cellules TCD8D6Y", leurs proportions ne varient pas

significativement suivant les trois groupes de personnes étubigese 5b)
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Concernant I'expression de HLA-DR, considéré comme un marqueur tardif de
I'activation lymphocytaire T, les taux sont plus importants dans le paludisme grave que chez
les accés simples (P = 0,02) dont les cellules T expriment moins ce marqueur que celles des

témoins sans paludisme (P = 0,04) (Figure.5a)

[11.2.2. Comparaisons des proportions de cellules T activées suivant I'issue du paludisme
severe

Il s’agit d’'une analyse comparative des niveaux d’activation lymphocytaire suivant
lissue du paludisme de réanimation (décédéssus survivants). Les histogrammes des
Figures 6a et 6bmatérialisent cette comparaisdes niveaux d’expression des marqueurs

membranaires CD69 et HLA-DR des lymphocytes par les TCIDE TCD3CD4' et
TCD3'CDS'.

125 4 (a) 125 { (b)

10 - 10 -

% de cellules T

CD3*CD69* CD3*HLA-DR* CD4+CD69* CD8*CD69*

. Patients décédés du paludisme grave Patients survivant du paludisme grave

Figure 6 : Comparaisons des proportions de cellules T activées
suivant l'issue des accés grave

Pour le marqueur d’activation CD69 aucune variation statistiquement significative n'a
été notée chez les survivants et les décédés. Seuls les niveaux d’expression de HLA-DR par
les lymphocytes T CD3est discriminante suivant l'issue des patients atteints de paludisme

grave, avec des taux plus élevés chez les patients a issueHatade039 (Figure 6a).
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[11.3. Interrelations entre les niveaux d’activation cellulaire dans la population d’étude

Pour les marqueurs d’activation lymphocytaire CD69 et HLA-DR, nous avons jugé

nécessaire d'évaluer les interrelations entre leurs niveaux d’expression a la surface des

différentes cellules étudiées. Pour effectuer ce type d’analyse, nous avons recherché des
corrélations pour les lymphocytes TCD&s TCD3CD4" et TCD3CDS8' en tenant compte

de la gravité des acces palustres c'est-a-dire aussi bien dans les accqd gioteas |V )

gue dans le paludisme simple (Tableau V).

Tableau IV: Interrelations entre le niveau d’activation cellulaire dans le paludisme grave

CD3'HLADR* | CD3'CD6Y"  cp3'cpa‘cped

CD3" CD69

CD3" CD4'CD69"

CD3'CD8'CD69"

Rho = 0,67

P =0,002

Rho = 0,19 Rho = 0,19
P=0,38 P =0,38

Rho = 0,50 Rho = 0,73 Rho = 0,29
P =0,02 P =0,001 P= 0,182

Tableau V : Interrelations entre le niveau d’activation cellulaire dans le paludisme simple

CD3'HLADR® CD3'CD6Y  CD3'CD4'CD6Y"
CD3' CD6Y' Eh:00=,550’01
CD3'CD4"CD69" Ehzooz’g%ﬂ Ehzoo:,éf’%
cog'cogicpgy’ | RM0S- 003 RMo =059 Rho=0,04

Dans le paludisme grave ou simple de recrutement hospitalier, il existe une forte corrélation

positive entre I'expression de CD69 par les cellules TGBelle des lymphocytes TCD8
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(P = 0,01 ; Rho = 0,73)C’est uniquement dans les cas de paludisme grave que I'expression
de HLA-DR par les cellules T CD3+ apparait associer a celle de CD69 chez les mémes
cellules T P = 0,002; Rho = 0,67)Pour les cellules TCD8les niveaux d’expression de
CD69 sont corrélés a ceux du méme marqueur chez 'ensemble des lymphocytesda@D3
les accés séveresdbleau 1V).
lll.4. Variations suivant les données hématoparasitologiques
l11.4.1. Comparaison suivant les densités parasitaires

Sur la base du seuil parasitémique de 0,04%, nous avons réparti les patients en deux
groupes: (i) des patients ayant une parasitémie inférieure a 0,04% et (ii) des patients avec une
parasitémie> 0,04%. La comparaison des niveaux d’activation lgogytaire T dans les
différents types d'accés palustres simples ou graves, est schématisée au niveau des
histogrammes de lgigure 7 avedes Figures 7a et 7lpour les patients a paludisme grave et

les Figures 7c et d pour le paludisme simple.
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Figure 7 : Variations des niveaux d’activations cellulaires suivant la parasitémie dans les deux
types d’acces : (a et b) paludisme grave et (c et d) paludisme simple.
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Dans le paludisme séveére les variations des niveaux d’expression de CD69 par les
lymphocytes TCD3 évoluent dans le méme sens que celle des celluleSGI33 alors que
dans les acceés simples ce sont les DRI qui semblent évoluer dans la méme direction
que les lymphocytes TCD3En outre il existe une tendance importante concernant les
cellules T CD3CD69" et T CD3HLA DR qui sont plus retrouvées chez les patients acces
grave de densités parasitaires supérieures a 0,04%. Ces variations n’'est pas cependant
significative du point de vue statistique.

[11.4.2. Interrelations entre les niveaux d’activation cellulaire et les plaquettes suivant les
types d’accés.

Pour déceler une probable participation des cellules T exprimant les marqueurs de
surface CD69 et HLA-DR, a la baisse des taux de plaquettes, nous avons recherché des
correlations entre les niveaux d’activation cellulaire en tenant compte de la gravité du
paludisme hospitaligableau VI.

Tableau VI : Interrelations entre les niveaux d'activation cellulaire et le taux de plaquettes

PagI]LrJ:\l/seme Paludisme simple Témoins

plaquettes plaquettes plaquettes
CD3'CD69" Rho -0,31 -0,14 -0,54
d 0.21 0,72 0,03
CD3'HLADR* Rho -0, 39 0,31 0.31
P 0,12 0,45 0,22
CD4'CD69" Rho -0,4 0,02 0,44
P 0,05 0,96 0,09
CD8'CD69" Rho 0,005 0, 39 -0.16
P 0,90 0,36 0,39

Il existe des corrélations négatives entre les cellules T CD3CD69 et les plaquettes chez
les témoins indemne du paludisme (P= -0,54 ; Rho= 0,03), la méme chose est obtenue chez
les patients des acces grave entre les cellules T CD4CD69 et le taux des plaquettes. Aucune

corrélation n’a été décelée chez les patients atteints de paludisme Siaipéa( 1V).
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DISCUSSION

Ce travail a pour but d'évaluer les niveaux d'activation lymphocytaire T du sang
périphérique par la recherche des marqueurs membranaires CD69 et HLA-DR dans le
paludisme de recrutement hospitalier. Cette approche a nécessité un recrutement de patients
souffrant de paludisme grave ou d'un acces simple a I'Hopital Principal de Dakar et des
témoins indemnes du paludismi@aus les échantillons ont été manipulés au niveau de I'Unité

d'Immunogénétique de I'Institut Pasteur de Dakar.

Notre discussion s’articulera dabord sur les points méthodologiques, les
caractéristiques clinico-biologiques discriminantes de la population d’étude et les données
relatives a I'évaluation des niveaux d’activation lymphocytaire T suivant la gravité et l'issue

des acces.
s Méthodologie

Concernant le choix des patients, les criteres de sélection des cas cliniques simples et
graves, ont été établis sur la base des définitions élaborées par 'OMS [17] . Cette option
repose sur le fait que toute étude affairant au paludisme et surtout aux cas séveres, doit étre
basée sur une bonne sélection des patients face a la variabilité clinico-biologique de la
maladie. Nous avions choisi comme base de recrutement la définition du paludisme de
réanimation élaborée p&aissy etal. [58] a partir des criteres de gravité définis par TOMS
en 2000 [17].

Reconnu comme un centre de référence dans la prise en charge du paludisme grave, au
niveau de la sous région, le service de réanimation de I'HPD a été choisi pour le recrutement
des patients avec un acces sévere. Pour éviter des biais de recrutement, les cas de paludisme
simples ont été également collectés au niveau des Services de médecine de I'HPD. Le choix
de 'HPD s’explique d’abord par la qualité de la prise en charge des patients mais également
par [l'accessibilité géographique et [I'existence d'une collaboration avec [I'Unité
d'Immunogénétique de I'lPD depuis 1991.

Pour les patients souffrant de paludisme simple nous avons tenu compte du milieu
urbain, le paludisme a une transmission plus faible due a de nombreux facteurs, mais cette
transmission s'avere également étre hétérogene [59]. Dans ce milieu les patients ont plus
facilement accés aux soins ce qui facilite la prise en charge et le recrutement.

Le groupe témoin a été recruté au LABM de l'Institut Pasteur de Dakar, il s’agit
d’individus orientés a I'lPD pour un contréle de la glycémie et ayant sur le résultat négatif de

la goutte épaisse et TDR.
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Les techniques d'évaluation de l'activation lymphocytaires sont nombreuses on note
parmi elles le marquage extracellulaire révélé au cytométrie en flux, technique que nous
avons utilisé. Il s’agit d’'une méthode de référence largement décrite antérieurement.

Ses avantages par rapport aux autres méthodes comme I'ELISPOT sont entre autres la
possibilité de traiter des cellules individuelles, la spécifique et les analyses
multiparamétriques [57].

Concernant les marqueurs d’activation choisis CD69 et HLA-DR, ont été rapportés dans
les études d’activation lymphocytaire T dans les maladies inflammatoires[60] et des infections
bactériennes[52]. La molécule CD69 est reconnue comme un marqueur d’activation précoce
des lymphocytes T, B et NK. Elle apparait dans les 4h qui suivent I'activation. Molécule du
HLA de classe Il, le marqueur HLA-DR n’est exprimé a la surface des cellules T qu’a la suite
d’'une activation. Il s’agit d’'un marqueur d’activation tardive présente 48 a 60 heures apres
I'activation [54, 55].

% Caractéristiques clinico-biologiquels des patients

S’agissant de I'analyse des caractéristiques clinico-biologiques de patients étudiés, nous
avons retrouvé des variations significatives de I’hématocrite et du taux des leucocytes suivant
la gravité.Les thrombopénies sont plus frequentes dans le paludisme grave; ils constituent un
marqueur biologique de sévérité de I'infectioR &alciparumtres largement rapporté [61] en
raison surtout du role joué par les plaquettes dans la pathogénése du paludisme. Par contre, en
tenant compte des polynucléaires basophiles et éosinophiles, nous remarquons que leur taux
est plus faible dans les cas du paludisme grave, que dans le paludisme simple.
L’hyperleucocytose observée dans ce cas est du type neutrophile [62].

< Niveaux d’activation lymphocytaire

Notre étude a montré des variations significatives des niveaux d’activation lymphocytaires
TCD3 plus élevés chez les patients atteints de paludisme grave ceci quel que soit le marqueur
choisi. Pour le marqueur CD69, I'analyse montre gu'’il est plus présent a la surface des
lymphocytes T CD2% que sur celle des TCD8Dans des études antérieures portant sur la
productionin vitro des cytokines ont démontré la présence d’une stimulation de ces cellules T
CD4 Thl et Th2 [63] et leur implication dans la physiopathologie du paludisme Qoéted
Combes et al. 2004)En outre une étude similaire a la nétre portant sur I'évaluation de
niveaux d’expression de HLADR par lymphocytes T dans une infection palusfe a
falciparum nous permet de confirmer certain de nos résultats a savoir la différence

significative observée suivant la gravité et I'issue des acces [53, 64]
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Des résultats récents indiquent que CD69 module la synthése de molécules
immunorégulatrices. Les cellules T initialement activées par I'antigéne spécifique démarrent
un processus de prolifération en exprimant la molécule CD69 [65].

L’expression de la molécule HLA-DR influencerait la production d’anticorps du stade pre-
erythrocytaire et érythrocytaire des antigénes du paludisme d’ou I'importance de doser les Ac
[66].

Dans notre étude I'utilisation d’'un marqueur d’activation précoce (CD69) associé a un
marqueur d’activation tardive (HLA-DR) a permis de confirmé I'existence d’une stimulation
continue des cellules T dans le paludisme de réanimation. En effet la corrélation observée
entre les proportions de cellules TCO®69" et celles des lymphocytes T CIPRA-DR”
démontre la complexité de la physiopathologie des accés graves qui résulte d’'une cascade
spécifique dans | immunité inné et adaptatif. Par contre seul les cellules CTDBE a été
stimulé et aucun stimulation des cellules TCD3 exprimant HLA-DR dans le cas de paludisme
simple. Notre étude I'utilisation d’'un marqueur d’activation précoce (CD69) associé a un
marqueur d’activation tardive (HLA-DR) a permis de confirmé I'existence d’une stimulation
continue des cellules T dans le paludisme de réanimation. En effet la corrélation observée
entre les proportions de cellules TCO®69" et celles des lymphocytes T CIBBA-DR”
démontre de la complexité physiopathologique des accés graves en terme d’activation
lymphocytaire. En effet, selon certains auteurs les formes graves résulteraient d’'une cascade
complexe d’événements incluant probablement un défaut quantitatif et/ou qualitatif des
réponses Ac et cellulaires protectrices surtout dirigées contre le parasite [61].

Nos résultats ont montré des corrélations négatives entre le taux de plaquettes et les
cellules T CD4CD69 chez les patients souffrant de paludisme grave. Ce résultat démontre
I'implication des cellules TCD% activées dans les mécanismes physiopathologiques
conduisant aux thrombopénies plus fréequentes dans le paludisme grave; largement rapporté
[61]. Il n'existe aucune corrélation entre les cellules exprimant HLA-DR et les plaquettes

suivant les types d'acces.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travalil a été réalisé avec une population d’étude comprenant trois groupes dont des
patients atteints de paludisme « simple », de paludisme grave et des témoins non infectés.
Nous avons étudié les niveaux d’activation lymphocytaire T exprimés a la surface des
marqueurs membranaires dans le paludisme®. afalciparum Il s’agit des marqueurs
d’activations lymphocytaires précoce et tardive respectivement le CD69 et HLA-DR.

L’étude a permis de mettre en évidence I'existence d’une activation précoce et tardive
des cellules T CD3dans le paludisme sévére. Il s’agit ainsi d’'une activation continue des
cellules T qui ne se retrouve pas dans les cas d’acces simples et chez les sujets normaux.

Toutefois, I'évaluation de la fonctionnalité des autres groupes lymphocytaire B et NK
ainsi que les cytokines pro-inflammatoires et le dosage des anticorps pourraient compléter ce
type de travail.

Ces travaux devront étre poursuivis en augmentant la cohorte aussi bien chez les cas
graves (selon lissue) que chez les patients atteints d’accés palustre simple en vue d'un

meilleur marqueur a visé pronostique et biologique.
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ANNEXE I: FICHE DE RECRUTEMENT

<

DE DAKAR

INSTITUT PASTEUR

ETUDE DES FACTEURS DE GRAVITE DU PALUDISME DE
REANIMATION

..........................................................................................

------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------

OoulOd Lieu:

---------------------------------------------------------------------

-----------------------

----------------------

------------------------

NON [
Prélévements
Date de Type de tube Laboratoire Nombre
prélévement de tube
JO
Giswaalivssedsas)
J1
Lisctasris e
J2
(eenddunnnadd )

.........................................................................................

................................................................
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CLINIQUE ET PARACLINIQUE

Dysfonctionnements d’organes

-- Défaillance neurologique
Score de Glasgow (adulte < 14) .....
+ Neuropaludisme si
Score de Glasgow (Enfant <9).......

-- Défaillance cardiovasculaire

e oui non

-- Défaillance respiratoire
22518 SR

oui ] non

-- Défaillance rénale
Diurese (ASIVKB) o0 0vvsnssoinvissianans

BAOZ s Avec créat (<265umol/L ou 30 mg/L)
PO coohomvasems L e e s L SO (T s
K0T sl vawwain ssvvssyagas TR I rd St et e S b ey I
BE, i ik s siines oui | non
| oui | non | == Défaillance de I’'hémostase
- Défaillance hépatique
Plaquettes (K 20G /L) .oueuvvyrnearasanns
Bilirubine totale (> 50pmol/L)............ 2 ) Y P 5 ¢ TR AT I
Bilirubine conjuguée ..............oveeuunn GR...ooovniiinn. GB .....ocvviniininns
WL sl s ia it T e S
21616 § LI—— {85 g o | 508
.. oui [ non |
I e o Ko it e IDEX TR s Protidess.. .....veonmevesenne
Dysfonctionnements métaboliques
-- Acidose métabolique --Hypoglycémie
Bicarbonates plasmatiques (<15 mmol/L) Glycémie (<2.2mmol/L ou <0.4g/L).......
+ Acidémie (avec pH <7.35) ..............
| oui | non | oui ] non
Autres signes
-- Saignements
-- Ictéres
-- Hémoglobinurie
-- Autres
Parasitologie
TEST Jo J1 J2
GE (HPD)
FROTTIS (IPD)
Test ICT
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------------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------------

| TRAITEMENT ET HOSPITALISATION ANTERIEURS

OUl / NON

Si oui Médicaments Posologie Durée Lieux

CHIMIOPROPHYLAXIE:

OUI / NON

Si oui, Médicame Posologie Durée
nts

AUTRES REMARQUES:

......................................................................................................

......................................................................................................

......................................................................................................

......................................................................................................
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ANNEXE II: EVALUTION DU STADE DU COMA

ECHELLE DE GLASGOW

11 est utilisé pour la détermination du stade du coma chez les adultes et

les enfants agés (plus de 12 ans).

Spontanément

4
pour parler 3
Yeux ouverts (Y) 3

4 la douleur

jamais

orientée

confuse

Meilleure réponse verbale (V) choix des mots inappropriés
sons incompréhensibles

N W] =] ] —

aucune
obéit aux ordres
localise la douleur

Meilleure réponse motrice (M) flexion 4 la douleur: retrait
extension a la douleur

] La| &] La] —

aucune 1

Pour calculer le score de Glasgow, prendre le score de chaque section,
ensuite additionner les trois chiffres pour obtenir un score total.
Score de Glasgow = Y+V+M =3 a 15
NB: 7 est un score charniére en dessous duquel se situe I’état de coma

grave.

ECHELLE DE BLANTYRE

Il est utilisé pour la détermination du stade du coma chez les enfants
agés de 9 mois a 12 ans. La mesure du coma chez les enfants plus petits est
difficile. Le mieux est de décrire la fagon dont I’enfant répond a un

stimulus douloureux standard.
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orienté (suit le visage de la mére) 1
Mouvements des Yeux (Y)

Inon orienté 0
2

|appropriée pour I'age (cri)

Réponse verbale (V) inappropriée pour I'dge (cri) ou gémissement 1

Ihoquet!aucune

|iocalisation du stimulus douloureux*

Meilleure réponse motrice (M) |retrait du membre 4 la douleur® * 1

réponse non spécifique ou absente 0

* frotter vos articulations des doigts fermement sur le sternum du patient.

* &

appuyer fermement sur le lit de I'ongle du pouce du patient avec un crayon tenu horizontalement.

Pour calculer le score de Blantyre, prendre le score de chaque section,
ensuite additionner les trois chiffres pour obtenir un score total.
Score de Blantyre=Y+V+M=0a5
Interprétation:

Normal : 5
Obnubilation : 4
Coma de stade II: 3-2
Coma de stade III: 1
Coma de stade I'V: 0
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