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Résumé

La transmission du Plasmodium responsable du paludisme, de I’homme au moustique, a été
identifiée comme étant un des maillons les plus faibles de la chaine qui maintient le cycle du
parasite. Interrompre cette étape de la transmission devrait contribuer a limiter I'impact du
paludisme. Dans cette optique, 1’utilisation de vaccins bloquant la transmission (TBV) est une
stratégie de lutte ciblant les formes sexuées et diploides du parasite chez le moustique, et est
percue de nos jours comme une stratégie prometteuse a méme de contribuer au contrdle de la
maladie. Plusieurs antigénes ont été identifiés comme potentiels candidats vaccins et en
particulier Pfs25 a fait I’objet d’un essai clinique de phase 1 prometteur. Cependant 1’adjuvant
a provoqué des allergies chez certains participants. Plus récemment, une nouvelle formulation
des molécules vaccinales a été réalisée en utilisant des virus recombinants comme vecteurs
d’antigenes et I’immunogénicité de cette formulation a été testée chez des souris. Le sérum
humain issu de I’essai clinique ainsi que les anticorps spécifiques obtenus de I’immunisation
des souris ont montré une efficacité contre les Plasmodium de cultures NF54. Toutefois, une
investigation sur 1’efficacité de ces TBV sur le terrain reste essentielle. Dans ce document,
nous rapportons 1’efficacité de cinq candidats TBV évalués en incluant plusieurs variables.
Des infections expérimentales ont été réalisées en gorgeant des femelles d’An. coluzzi avec du
sang de personnes infectées par Plasmodium falciparum en présence et en absence des
anticorps spécifiques. Puis I’efficacité des candidats TBV a été évaluée en termes d’activité
bloquant la transmission (TBA, effet sur la prévalence d’infection des moustiques) et
d’activité réduisant la transmission (TRA, effet sur I’intensité de I’infection des moustiques).
Des cinq candidats TBV, deux (Pfs230 et Pfs25) ont montré une trés bonne efficacité sur les
isolats naturels de P. falciparum indépendamment de leur profil génétique. Par ailleurs,
I’efficacité s’est avérée dépendante du titre d’anticorps et de I’intensité de 1’infection chez les
moustiques. Comme I’intensité de 1’infection semblait étre un parameétre important, nous
avons, grace a la méthode de dilution de gamétocytes, étudié¢ son impact sur 1’efficacité des
candidats TBV. La relation a été modélisée et a montré que la TBA de chaque candidat,
parametre important pour estimer I’impact en termes de transmission, pourra étre prédite a
partir de la TRA, pour une intensit¢ d’infection donnée, correspondant a un contexte
épidémiologique de transmission palustre sur le terrain. Vue I’importance de ’intensité de
I’infection, nous I’avons estimée sur le terrain au sein des vecteurs sauvages afin de prédire
I’efficacit¢ des candidats TBV en conditions naturelles de transmission palustre. Les
intensités observées sur le terrain, bien qu’élevées par rapport a celles mentionnées dans la
littérature, restent significativement inferieures a celles obtenues par infection expérimentale.
A ce niveau d’infection, nous avons estimé que des titres d’anticorps de 125pg/ml et
250pug/ml respectivement de Pfs230 et Pfs25 suffiraient a bloquer le développement de
parasite. Ces deux candidats vaccins s’aveérent donc particuliérement prometteurs pour briser
le cycle de transmission du paludisme a long terme. Toutefois, I’efficacité de ces vaccins sur
le terrain sera déterminée par leur capacité a stimuler le systéme immunitaire des hommes
pour produire des anticorps a la dose requise pour impacter efficacement la prévalence
d’infection palustre.

Mots clés : Plasmodium falciparum, Anopheles coluzzii, vaccin bloquant la transmission,

infections expérimentales.



Abstract

To transmit Plasmodium to human, Anopheles female mosquito must ingest gametocytes from
a first infected human. Target and disrupt this life cycle of the parasite in the mosquito vector,
has been demonstrated to contribute to reduce the incidence of disease. Transmission-
blocking vaccines (TBV) are one of these new concepts aiming at impeding the parasite
sexual development. To date, they are viewed as a promising strategy for breaking the
parasite transmission and an important component for achieving malaria elimination and
eradication. Several antigens from parasites or mosquitoes surface proteins were identified as
potential vaccine candidates. Phase 1 clinical trial conducted for Pfs25 antigens was
promising but has been stopped because of adverse event observed in some volunteers. More
recently, the leading TBV candidates were differently formulated using recombinant viral
vectors to immunized mice. The anti-Pfs25 immune human serum and antibodies specific
purified from mice showed efficacy to limit Plasmodium NF54 strain transmission to
mosquitoes. However, their effectiveness in the field conditions still need to be investigated.
In this report we aimed at assessing the efficacy of 5 vaccine candidates against field isolates
parasite in natural setting of malaria transmission in Burkina Faso. Direct Membrane Feeding
Assays were carried out by exposing Anopheles coluzzii females to gametocyte-infected blood
from infected patients, and the specific antibodies from TBV were tested at different
concentrations added to the infected blood. The vaccine efficacy was evaluated as the
percentage of infected mosquito reduction (Transmission Blocking Activity TBA) and the
percentage of parasite intensity reduction (Transmission Reduction Activity TRA).

Two of 5 TBV, Pfs25 and Pfs230 showed strong efficacy against natural isolates of
Plasmodium, independently of their genetic background. In contrast, this efficacy depended
on both antibody titer and infection intensity in the control mosquito group. We investigated
to assess the relation between vaccine efficacy (TRA and TBA) and intensity of infection,
using gametocytes dilution method. A model revealed that the TBA can be predicted from the
TRA. For each vaccine candidate, the TRA is constant at a given antibody concentration and
thus, is more informative. In contrast, the TBA is more important to conclude about vaccine
efficacy for a given intensity of infection which can be assimilated with an epidemiological
context in the field. Therefore, the infection intensity in the wild mosquito vectors was
assessed 1n the field to access the efficacy of TBV in the natural condition. A meta-analysis
revealed that Pfs230 and Pfs25 antibodies could completely interrupt Plasmodium
transmission for the titers roughly estimated at 125pg/ml and 250pg/ml respectively,
regarding the parasite load observed in the field.

Our study demonstrated that Pfs25 and Pfs230 antigens are valuable candidates for
transmission blocking strategies against malaria. An important challenge for transmission
blocking vaccine will now be to enhance their immunogenicity in order to reach the required
antibody titers in human that will block the transmission of parasites in accordance to the
intensity of transmission in natural settings

Key words: Plasmodium falciparum, Anopheles coluzzii, Transmission-blocking vaccine,
Direct Membrane Feeding Assays.



Introduction

Le paludisme (du latin paludis, «marais»), aussi appelé¢ malaria (de I’italien, « mauvais air »),
est une maladie infectieuse provoquée par un parasite du genre Plasmodium transmis a
I’homme par la piqire des femelles de moustiques du genre Anopheles. C’est une des plus
redoutables parasitoses sévissant depuis des siécles, principalement en zone tropicale. Jusqu’a
nos jours, la lutte contre ce fléau repose essentiellement sur la chimiothérapie ciblant le
parasite chez I’homme a I’aide des médicaments antimalariques, ainsi que sur des actions
visant a réduire la densité et longévité des anopheles vecteurs. Apres des centaines d’années
d’efforts pour contrdler, voire éradiquer le paludisme, il demeure toujours a I'échelle mondiale
un véritable probléme de santé publique. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime
a 216 millions le nombre de cas annuels de paludisme dans le monde avec 655.000 déces,
dont 86% des cas concernent les enfants de moins 5 ans (WHO 2012). Cette endémie apparait
comme la plus importante cause de mortalité en Afrique sub-saharienne, ou sont localisés
81% des cas et 91% des déceés. Au Burkina Faso, le paludisme constitue le premier motif de
consultation et d’hospitalisation avec respectivement 36,2% et 54,94% en 2012 (Ministere-
Santé 2012). L’impact du paludisme sur le plan économique affecte le monde entier avec
environ 12 milliards de dollars alloués chaque année a la lutte contre cette endémie
(Greenwood et al. 2005). Ainsi, cette maladie est pergue comme une source de pauvreté et de
retard pour le développement des pays endémiques (Sachs & Malaney 2002; Chima et al
2003 ; Greenwood et al. 2005 ).

La persistance de la maladie est en partie due a des mécanismes de résistance développés par
les parasites face aux médicaments et par les vecteurs face aux insecticides. En raison de
I’efficacité partielle des moyens classiques de lutte contre la maladie (résistance de parasite
aux antipaludiques et des moustiques aux insecticides), la recherche d’alternatives est
d’actualité, visant aussi bien le parasite que le vecteur. Dans ce contexte, la transmission du
parasite de ’homme au moustique vecteur a été identifiée comme étant un des maillons les
plus faibles, peut-étre le plus sensible, de la chaine qui maintient le cycle du parasite (Lavazec
et al. 2007). Une des approches pour interrompre cette chaine de transmission vise a mettre au
point des vaccins contre les stades du parasite dans le moustique (Charoenvit ef al. 1997). 1l
consiste a immuniser les personnes en zone d’endémie palustre a 1’aide d’antigénes du
parasite spécifiquement exprimés dans le moustique ou d’antigénes du moustique, pour
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bloquer le développement sexué¢ du parasite dans le moustique. Ces vaccins sont dits
« bloquant la transmission » (ou TBV pour Transmission Blocking Vaccine). Cette stratégie
est prometteuse et des progres significatifs ont d’ores et déja débouché sur des essais
cliniques. C’est dans ce contexte que nous avons initi¢ 1’étude intitulée « Evaluation
expérimentale de Defficacité des candidats vaccins bloquant la transmission du

paludisme au Burkina Faso ».

Organisation de la thése

Ce document, une synthése de nos travaux de thése, est structuré en 5 différentes chapitres. Le
premier chapitre présente une synthése générale des connaissances actuelles sur le paludisme.
Le second chapitre présente les objectifs et le design de I’étude, ainsi que la méthodologie
générale. Le chapitre 3 se focalise sur I’évaluation de I’efficacité de principaux candidats
vaccins bloquant la transmission en conditions semi-naturelles. Le chapitre 4 décrit les
relations entre la densité en gamétocytes, le succés de I’infection chez le moustique et
I’efficacité¢ des candidats TBV. Le chapitre 5 aborde le niveau de transmission naturelle
homme-moustique et ses conséquences sur I’évaluation des TBV. Enfin, le manuscrit est
terminé par une conclusion générale faisant la syntheése globale des travaux et des

perspectives de recherches.



Chapitre 1 : Généralités

I. Le paludisme

I. 1. Signes cliniques de 1a maladie

Cliniquement, plusieurs qualifications de 1’infection palustre existent. Ainsi, on distingue le

paludisme asymptomatique, défini par la mise en évidence du parasite dans le sang sans

manifestation clinique, et le_paludisme maladie associant la présence de parasites a des

signes cliniques. Les symptomes les plus classiques sont essentiellement les acces fébriles
intermittents, les céphalées, et quelques fois des vomissements. En fonction du degré de

manifestations (défini par I’OMS), la maladie est qualifi¢ée de paludisme simple a4 paludisme

grave.

I. 2. Le diagnostic biologique

Dans tous les cas présumés de paludisme, le diagnostic biologique est nécessaire pour
confirmer l’infection a Plasmodium. Ce diagnostic est basé sur la mise en évidence du

parasite, ou de ses métabolites ou encore des anticorps induits par I’infection.

I. 2.1. La microscopie

Son principe est basé sur la mise en évidence du parasite dans le sang du patient. Le mode
opératoire consiste a prélever le sang du patient pour réaliser une goutte épaisse (GE) et un
frottis mince sur une lame de microscope. Apres fixation du frottis mince au méthanol, la
lame est colorée dans une solution de Giemsa 10%. Ce réactif a la propriété de se fixer sur le
cytoplasme du parasite pour donner une coloration bleue et sur son noyau pour donner une
coloration rouge. La lecture se fait au microscope optique a fond clair a 1’objectif X100. La
microscopie permet en outre d’identifier 1’espéce de Plasmodium et d’estimer la densité
parasitaire (nombre de parasites/ul) dans le sang du patient. La microscopie demeure le test de
diagnostic de référence avec un seuil de détection d’environ 50 parasites par microlite de sang

(Moody 2002a).



I. 2.2. La Réaction de Polymérisation en Chaine (P.C.R)

C’est une technique de biologie moléculaire basée sur la détection d’une séquence spécifique
d’acides nucléiques. Elle permet une détection inter ou intra spécifique de Plasmodium avec
un seuil inférieur a 5 parasites par microlitre de sang (Moody 2002a). Cependant son cofit
plus ¢€levé que celui de la goutte épaisse et les moyens techniques qu’elle requiére limitent sa

diffusion comme technique de routine.

I. 2.3. Les tests de diagnostic rapides

Pour simplifier le diagnostic biologique du paludisme, les tests de diagnostic rapides (TDR)
par immuno-chromatographie sur bandelette ont été développés (Moody 2002a; Moody &
Chiodini 2002b). Précédemment, le principe de ces tests était basé sur la détection d’anticorps
sériques anti-Plasmodium produits a la suite de I'infection. Cependant certains anticorps
sériques persistent dans le sang apres ’infection occasionnant souvent des faux positifs
(Khairnar et al. 2009). Ces dernieres années des améliorations ont été réalisées, et le principe
s’appuie sur la mise en évidence des antigénes parasitaires exprimées a la surface des
hématies infectées (Berrya et al. 2009). Les TDR sont trés simples a réaliser et vont

probablement devenir des outils indispensables dans le diagnostic du paludisme.

I1. Les Plasmodium

II. 1. Systématique

L’agent pathogene du paludisme est un hématozoaire de I’embranchement des Apicomplexa,
de la classe des Sporozoae, de I’ordre des Haemosporida, de la famille des Plasmodidae et du
genre Plasmodium. Ce genre compte plus d’une centaine d’espéces capables de parasiter les
batraciens, les reptiles, les oiseaux et les mammiferes ; cependant, seules cinq especes sont
identifiées comme étant impliquées dans les pathologies humaines. Il s’agit de Plasmodium
falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax et Plasmodium
knowlesi. De ces cinq especes, Plasmodium falciparum est la plus répandue et la plus

virulente. Elle est responsable de plus de 90% des formes cliniques potentiellement mortelles.



II. 2. Cycle biologique

Le cycle biologique des Plasmodium pathogénes pour I’homme exige deux hdtes : I’homme
comme hote intermédiaire chez qui, se succeédent des phases de réplication asexuée, et
I’anophele femelle comme héte définitif chez lequel s’opére la reproduction sexuée (Fig. 1).

e Chez I’homme
Appelé développement schizogonique, la reproduction asexuée est subdivisée en 2 phases :

- La phase hépatique ou pré-érythrocytaire ou exo-érythrocytaire : 1’homme est infecté lors

de la piqlre d’une femelle anophéle qui lui inocule les sporozoites. Apreés une trentaine de
minutes, les sporozoites, véhiculés par le sang, parviennent au niveau du foie. Dans les
hépatocytes, ils se transforment en schizontes pré-érythrocytaires qui, aprés quelques jours de
maturation, éclatent et libérent des milliers de mérozoites dans le sang.

- La phase érythrocytaire : Une fois les mérozoites libérés dans le sang, ils pénétrent dans les

érythrocytes, subissent une maturation en trophozoites, puis en schizontes érythrocytaires et
conduisent a la destruction des érythrocytes libérant 8 a 32 nouveaux mérozoites. Ce cycle
érythrocytaire se poursuit de facon synchrone a partir de ces nouveaux mérozoites. Apres un
certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites subissent une maturation d’une
dizaine de jours, accompagnée d’une différenciation sexuée ou gamétocytogénése. Il en
résulte la formation de gamétocytes males et femelles qui assureront la reproduction sexuée
du parasite chez le moustique vecteur.
e Chez I’anophele femelle

Les gamétocytes ingérés par le moustique lors de son repas sanguin chez un sujet infectieux
se transforment en gametes males et femelles qui fusionnent en un ceuf libre ou zygote qui
évolue en une forme mobile, ’oocinéte. Ce dernier quitte la lumiére du tube digestif, se fixe
ensuite a la paroi externe de I’estomac et se transforme en oocyste. Les cellules parasitaires se
multiplient a ’intérieur de cet oocyste, produisent des centaines de sporozoites qui migrent
ensuite vers les glandes salivaires du moustique. Les sporozoites sont les formes infestantes,
prétes a €tre inoculées avec la salive du moustique lors d’un prochain repas sanguin sur un

sujet humain (confere la section « biologie de la transmission » pour plus de détails).
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Figure 1 Cycle de vie du Plasmodium falciparum, (Figure modifiée de (Bousema & Drakeley 2011b))

II1. Les anopheles

I11.1. Systématique

La transmission du parasite a I’homme est assurée par un moustique dont la systématique se
présente comme suit : embranchement des Arthropoda, classes des Insecta, ordre des Diptera,
famille des Culicidae, genre Anopheles. On dénombre aujourd’hui au moins 484 especes
d’anophéeles parmi lesquelles 68 sont considérées comme des vecteurs de Plasmodium
humains dans le monde (Harbach 2004). Cette systématique est en constante progression,
suivant les nouvelles découvertes génétiques. Récemment, les formes moléculaires M et S du
complexe Anopheles gambiae ont été érigées en taxons distincts : An. coluzzii pour la forme
M et An. gambiae pour la forme S (Coetzee et al. 2013). En Afrique sub-saharienne, on
dénombre 6 vecteurs principaux An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis, An. funestus,
An.nili s.1., An. moucheti et une vingtaine de vecteurs d’importance locale et/ou secondaire.
Tous ces vecteurs majeurs, a I’exception d’An. moucheti, ont été trouvés au Burkina Faso,
repartis selon les zones climatiques et environnementales du pays (Diabate et al. 2004; Dabire

etal 2012).



I11.2. Biologie

La biologie des anophé¢les vecteurs repose principalement sur les conditions climatiques
notamment la pluviométrie, la température, mais aussi sur la nature du sol et la végétation.

Leur cycle de vie est caractérisé par la succession de deux phases.

» Le stade aquatique ou pré-imaginal : Les anoph¢les femelles pondent dans l'eau, des
ceufs fécondés. De chaque ceuf éclot une larve qui se nourrit en filtrant les débris organiques
et les micro-organismes de 1'eau. On distingue quatre stades larvaires appelés L1, L2, L3, L4
et séparés par trois mues larvaires. Le stade larvaire se termine avec la formation d’une forme

intermédiaire appelée nymphe.

» Le stade imaginal : Au bout de quelques jours, la nymphe effectue une mue
particuliere, la nymphose conduisant a I’imago, la forme adulte du moustique. Les males se
nourrissent uniquement de jus sucrés, de nectars et d’autres exsudats végétaux tandis que les
femelles se nourrissent, en plus, de sang. Les produits de la digestion du sang sont en effet
nécessaires a la maturation des ceufs (Mack et al. 1979a, 1979b). Ainsi, de part ce besoin
nutritif, I’anophele femelle pique des hotes vertébrés. C’est lors de ce repas de sang qu’elle

peut ingérer ou injecter des parasites.

IV. La lutte contre le paludisme

En raison de ’ampleur désastreuse de la maladie, plusieurs stratégies de lutte sont utilisées,
principalement par deux approches : d’une part la lutte contre le parasite par des mesures
curatives et préventives, et d’autre part la lutte contre le vecteur, visant a réduire la densité et

longévité des vecteurs et le contact homme-vecteur.

IV.1. La lutte antiparasitaire

IV.1.1. Le traitement chimiothérapique curatif

Face a la baisse d’efficacit¢ des traitements monothérapeutiques liée a la résistance du
parasite aux molécules antipaludiques usuelles, les combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine (CTA, en anglais ACT : Artemisinin-based Combinaison Therapy) ont été

recommandées par I’OMS comme traitement de premiere intention pour le paludisme simple
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(WHO 2002). 11 s’agit de deux molécules a effet complémentaire : un dérivé de I’artémisinine
trés efficace mais avec une trés courte demi-vie (I’artéméther, [’artésunate ou
dihydroartémisinine) combiné avec une autre molécule a longue demi-vie mais a action lente
(telle que ’amodiaquine, la luméfantrine, la pipéraquine ou la pyronaridine). Cependant, des
cas d’échecs thérapeutiques aux CTA ont été rapportés dans certaines zones endémiques,

notamment au Cambodge et en Thailande (Dondorp et al. 2010).

IV.1.2. La chimiothérapie préventive
De plus en plus, mais dans certaines conditions de transmission, ’OMS recommande la

chimiothérapie préventive.

- La chimioprophylaxie antipalustre : il s’agit de I'utilisation de médicaments antimalariques
a doses sub-thérapeutiques, a des intervalles de temps donnés pour les voyageurs non immuns

devant séjourner en zone d’endémie palustre.

- Le traitement préventif intermittent basé sur I’administration réguliere a des intervalles de
temps déterminés de doses thérapeutiques de médicaments antimalariques a des sujets sans

tenir compte de la présence ou non de parasites, en zone et/ou période de forte transmission.

IV.1.3. La thérapie vaccinale

Un vaccin efficace contre le paludisme serait une avancée majeure pour 1’éradication de la
maladie. Cependant, sa mise au point s’avere trées compliquée. Ceci est en partie lié aux
différentes formes que prend le parasite au cours de son cycle, et au polymorphisme observé
pour la plupart des antigénes (Mahajan et al. 2005). A ce jour, aucun vaccin efficace n’est
disponible mais plusieurs candidats vaccins ciblant des antigénes de différents stades
parasitaires sont en cours d’évaluation. La figure 2 répertorie et regroupe par stade parasitaire
les différents antigénes susceptibles de constituer des candidats vaccins (Tongren ef al. 2004).
Trois phases du développement parasitaire sont ainsi ciblées par les vaccins en cours

d’élaboration :
- la phase pré-érythrocytaire pour bloquer ’infection humaine par les moustiques infectants ;
- la phase sanguine (mérozoite) pour éliminer les parasites et bloquer I’infection des hématies;

- la phase sexuée pour interrompre le cycle de transmission et limiter la propagation de la

maladie. Ces derniers, appelés vaccins bloquant la transmission font ’objet de cette thése.
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Figure 2: Répertoire d’antigénes a potentiel vaccinal contre le paludisme.
Suivant les stades du Plasmodium, plusieurs molécules antigéniques ont été identifiées comme candidats vaccins
(désignées en rouge). Les désignations en vert sont les vaccins en cours d’essais cliniques. (Thera ef al. 2011).

Parmi les candidats vaccins en cours d’évaluation, le vaccin RTS,S/AS basé sur la protéine de
surface circumsporozoite (CSP) est le plus avancé. Actuellement, il est en essai clinique de
phase 3 dans 7 pays africains y compris le Burkina Faso (une équipe de I’'IRSS). Les premiers
résultats révelent une efficacité de 57% chez les enfants de 5 a 17 mois (Agnandji ef al. 2011)
et 35% en moyenne chez les nouveaux nés de 6 a 12 semaines (Agnandji ef al. 2012), et les
résultats définitifs sont attendus pour 2014. Un autre candidat vaccin, FMP2.1/AS02A, est
une protéine recombinante (FMP2.1) basée sur 1’antigéne 1 de la membrane apicale (AMA-
1). Ce vaccin est actuellement en phase 2 d’essai clinique au centre du Mali, a Bandiagara.

Les résultats de la phase 1 montrent une bonne immuno-tolérance et une immunogénécité

chez les volontaires vaccinés (Thera et al. 2011).
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I1V.2. La lutte anti-vectorielle

La lutte anti-vectorielle se base sur 1’indice de transmission RO défini comme le nombre de
nouveaux cas d’infection attendus a partir d’un cas humain infectant, formulé par I’équation

suivante (Macdonald ef al. 1956).

2 .. 2 ..
mac. mac.
L % Avec P

RO =
—Inp —1Inp

= Capacité vectorielle ; bc = compétence vectorielle

(m : densité de vecteurs ; a : nombre de repas journalier pris sur homme ; p : taux quotidien de survie d’une
population ; n : durée du développement sporogonique ; be : facteurs génétiques, susceptibilité du vecteur ; r :
taux de négativation de 1’héte ou 1/r = durée de la période infectieuse pour les moustiques).

Réduire totalement ou partiellement une des composantes de 1’indice de transmission revient

a diminuer ou a stopper la transmission du paludisme.

En pratique, la lutte anti-vectorielle consiste a établir des barriéres physicochimiques, par
I’utilisation des moustiquaires imprégnées a longue durée d’action (MILDA) ou de répulsifs

sous formes d’aérosols ou de créemes, réduisant ainsi le contact entre I’homme et le vecteur.

En paralléle, plusieurs stratégies de lutte ont été ¢€laborées pour réduire la densité de
moustiques : la pulvérisation d’insecticides a effet rémanent a I’intérieur des habitations,
I’épandage de larvicides dans les gites ou I’assainissement des cadres de vie. L utilisation des
insecticides a été tres efficace dans le passé et a méme permis 1’élimination du paludisme dans
certaines parties du monde. Mais de nos jours la résistance accrue des vecteurs aux différents
insecticides compromet I’efficacité de cet outil de lutte (Badolo et al. 2012; Namountougou ef

al. 2012), d’ou la nécessité de trouver autres moyens de lutte beaucoup plus efficaces.

Une autre approche en cours d’étude pour lutter contre les vecteurs est la technique de
I’insecte stérile (SIT) pour limiter la reproduction (Helinski et al. 2008; Munhenga et al.
2011). Le principe est de lacher dans la nature des anophéeles males rendus stériles par des
produits chimiques ou par des radiations ionisantes (Helinski ez al. 2006). Ces males lachés en
masse devront rentrer en compétition sexuelle avec les males sauvages. Les femelles
anopheles ne s’accouplant en général qu’une seule fois dans leur vie, ’accouplement avec un
male stérile engendrera une chute de la taille de la population. Cette technique qui a connu des
succes dans la lutte contre les glossines vecteurs de la trypanosomiase (Vreysen ef al. 2000)

est toujours en étude pour les anopheles.

12




IV.3. Nouvelles stratégies : bloquer le développement du parasite chez le vecteur

Les résistances accrues du parasite a la chimiothérapie et du vecteur aux insecticides
compromettant le controle du paludisme, la communauté scientifique s’est orientée vers
d’autres alternatives pour la lutte contre le paludisme. Ainsi, le concept de bloquer la chaine
de transmission homme — moustique est apparu, avec 1I’idée d’éliminer le parasite chez le
moustique. Connue sous [’appellation d’Intervention Bloquant la Transmission (TBI pour
Transmission Blocking Intervention), cette approche ancienne connait un regain d’intérét
actuellement face au succes limité des autres stratégies. Les interventions bloquant la

transmission peuvent étre de plusieurs formes.

IV.3.1. Utilisation de microorganismes bloquant la transmission

Il a été rapporté que certains microorganismes de la flore intestinale du moustique,
principalement des bactéries et microchampignons, ont une activité inhibitrice sur le
développement des Plasmodium par des mécanismes encore peu connus (Dong et al. 2009;
Fang et al. ; Hughes et al. 2011; Cirimotich et al. 2011a; Cirimotich et al. 2011b; Boissiere et
al. 2012). Des études cherchent a évaluer les interactions entre microorganismes pour
éventuellement exploiter leurs potentiels de blocage du parasite comme stratégie de contrdle
biologique. En pratique, il s’agirait de sélectionner, produire et introduire de tels
microorganismes dans les gites larvaires naturels dans 1’optique d’obtenir des moustiques
sauvages intégrant cette microflore capable de bloquer le développement parasitaire. Cela

permettrait alors de diminuer la transmission vectorielle (Beard ef al. 1998).

IV.3.2. Approches utilisant des moustiques génétiquement modifiés

Le concept de moustique génétiquement modifi¢ vise a mettre au point des moustiques
réfractaires aux infections a Plasmodium, en se basant sur l'insertion de genes d’intérét sous le
contréle d’un promoteur dans le génome du moustique. Ces génes seraient sé¢lectionnés pour
leur capacité a générer des moustiques réfractaires a I’infection plasmodiale et leur effet limité
sur la valeur sélective (fitness) du moustique. Le transgéne devra étre exprimé dans les tissus
adéquats (I’intestin, corps gras ou glandes salivaires,) pour cibler le parasite durant son
développement (Ito ef al. 2002; Yoshida & Watanabe 2006; Chen et al. 2007). Des études ont

montré la faisabilité a 1’échelle du laboratoire (Sumitani ef al. 2013), mais la question cruciale
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demeure la diffusion des transgeénes dans les populations naturelles de moustiques,
considérant les contraintes liées a 1’éthique, a I’écologie, a la génétique et la biologie

évolutive du systéme vecteur/parasite.

I1V.3.3. Médicaments bloquant la transmission

Une autre approche de la stratégie bloquant la transmission est la recherche des médicaments
pouvant interrompre le développement sporogonique du parasite. Il s’agit en I’occurrence des
molécules pharmaceutiques ou dérivés naturels de plantes qui agissent sur les formes sexuées
ou diploides des parasites (gamétocytes, gametes, zygotes, oocinetes, oocystes) pour rompre
le cycle de la transmission. De nos jours, des progrés significatifs ont été réalisés avec
I’identification de plusieurs molécules a potentiel de blocage (Ponsa et al. 2003; Wells et al.
2009). 11 a été dit que les ACTs et certaines molécules notamment la primaquine agissent
¢galement sur les gamétocytes, (Butcher 1997 ; Pukrittayakamee et al. 2004; White 2008;
Kiszewski 2011 ). Bien que des travaux soient en cours dans ce domaine, il n’existe pas

encore de médicaments disponibles bloquant véritablement la transmission (Kiszewski 2011).

IV.3.4. Vaccins bloquant la transmission (TBV)

Le concept de vaccin bloquant la transmission tire son origine des travaux de Carter et Gwadz
sur la transmission du paludisme chez les oiseaux (Plasmodium gallinaceum) (Carter & Chen
1976; Gwadz 1976). Indépendamment I’un de I’autre, ces deux auteurs ont montré que des
poulets vaccinés avec des gametes de Plasmodium développaient une immunité qui bloquait
le développement sporogonique du parasite chez le moustique. A I’issu de ces observations,
plusieurs travaux ont été développés sur les aspects immunologiques du paludisme humain
ainsi que d’autres modeles, afin d’identifier les antigénes parasitaires responsables de cette
immunité limitant la transmission (Rener et al. 1983; Carter & Kaushal 1984; Kaslow 1997).
Le vaccin bloquant la transmission a pour principe de stimuler chez les humains la production
d’anticorps anti-Plasmodium ou anti-moustique capables de bloquer le développement du
parasite chez le moustique pour ainsi rompre la transmission du paludisme. Cette stratégie
constitue 1’objet de cette thése. En raison de l'origine des TBV étroitement liée au
développement sporogonique de Plasmodium, il nous est apparu nécessaire de décrire la
biologie de la transmission des parasites de I’hote vertébré au moustique afin de présenter les

différents candidats vaccins a tester.
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V. Biologie de la transmission

V.1. Gamétocytogénese

Les gamétocytes sont les formes sexuées de Plasmodium qui assurent la transmission du
parasite de I’hote vertébré au moustique. Ils proviennent de la différenciation des formes
asexuées des parasites sanguins par gamétocytogénese. Certains auteurs parviennent a la
conclusion que la gamétocytogénese intervient suite a des conditions stressantes de
I’environnement du parasite dans 1’hote humain (Dyer & Day 2000; Baker 2010; Bousema &
Drakeley 2011b). Ce stress serait généré par de fortes charges en parasites asexués (Bruce et
al. 1990a), l'anémie de I’hote, les traitements a dose sub-curative ainsi que certains
antimalariques a action lente (von Seidlein et al. 2001). Cette différenciation aboutit a la
formation de gamétocytes males (ou microgamétocytes) et femelles (ou macrogamétocytes),
et seuls ceux ayant acquis une maturité fonctionnelle au terme d'un phénomene dit de

« capacitation » peuvent infecter les anopheles (Boyd 1949).

V.2. Gamétogeneése et fécondation

Quelques minutes apres leur ingestion par le moustique au cours d’un repas sanguin chez un
individu infecté, les gamétocytes intracellulaires émergent des hématies et entament une
phase de changements morphologiques et physiologiques, la gamétogenese (Sinden 1983).
Encore appelée activation, elle est principalement induite par la chute de température lors du
passage du sang de I’homme a I’estomac du moustique et la présence de 1’acide
xanthurénique produit par I'estomac du moustique (Billker ef al. 1997; Billker et al. 1998). A
ces facteurs déterminants s’ajoute également la variation de pH, entre le sang chez I’hote
humain et le sang ingéré (Billker et al. 2000). L'activation des macrogamétocytes consiste en
une modification morphologique aboutissant a la formation d'un volumineux macrogamete
d'aspect globulaire. En revanche, la gamétogénese chez les microgamétocytes implique trois
réplications du génome et aboutit a la formation de huit microgametes par fission, décrite par
le terme d’exflagellation (Carter & Nijhout 1977). A la fin du processus, les gametes males
nagent activement grace a leur flagelle dans le bol alimentaire a la rencontre de gametes
femelles. Environ une heure apres le repas sanguin, la fécondation intervient par la fusion des
deux gametes et I’appariement des deux génomes parentaux pour former un ceuf diploide ou
zygote (Sinden 1999a). La fécondation peut étre croisée (lorsque ces génomes sont différents)
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ou une autofécondation a lieu si les génomes sont identiques (c’est-a-dire provenant d'un
méme clone). Cependant, le processus qui gouverne la rencontre des gameétes est un aspect de
la fécondation encore trés peu connu. A 1’état actuel des connaissances, on ignore encore s'il
s'agit d'un phénomene aléatoire ou d'un tropisme suite a des sécrétions chimiques attractives

(Robert et al. 1995; Haji et al. 1996).

V.3. Oocinéte

Le zygote issu de la fécondation, entame sa différenciation par un bourgeonnement en un
point qui deviendra une extrémité antérieure d’un complexe apical de 1’oocinete. Cette
métamorphose transite par des stades intermédiaires dits “forme ronde” et “stade retort”, tous
observables par immunofluorescence (Gouagna ef al. 1999). A environ 12-17 heures apres le
repas sanguin a 27°C, l'oocin¢te mature de P. falciparum, présente une forme allongée
semblable a celle d’une banane, avec une polarité antéropostéricure et est muni d’un
complexe locomoteur (Fig. 3). De tous les stades parasitaires intra-stomacaux, l'oocinéte
mature est sans doute le plus vulnérable du fait d'un environnement enzymatique hostile et de
la traversée des deux barrieres physiques, la membrane péritrophique et I’épithélium stomacal
(Yeates & Steiger 1981; Billingsley & Rudin 1992; Sinden 2004a). En effet, 1'estomac du
moustique est le siege d'une intense activité protéolytique dont le pic se situerait entre 24 -30
heures apres le repas de sang, coincidant avec la fin de formation des oocinétes (Gass &
Yeates 1979a). Pour se maintenir et poursuivre son développement, 1’oocinéte devra dépasser
cette étape. Alors, grace a plusieurs procédés incluant 1’action d’enzymes lytiques adaptées, il
traverse la membrane péritrophique et 1’épithélium stomacal, et se loge entre les cellules
épithéliales de l'estomac et leur lame basale ou il se différenciera plus tard en oocyste. A ce
jour, les mécanismes moléculaires régissant cette traversée restent encore trés discutés.
Toutefois, plusieurs molécules membranaires de 1’estomac du moustique ont été identifiées
comme récepteurs, reconnus par l'oocinéte, lui permettant de se fixer et de déclencher une
sécrétion enzymatique destinée a lui frayer un passage (Kadota et al. 2004; Baton & Ranford-
Cartwright 2005a, 2005b; Kariu et al. 2006). Un exemple de protéine membranaire de
I’estomac du moustique est I’AgAPN1 (Anopheles gambiae aminopeptidase N) actuellement
percue comme un potentiel antigéne candidat dans la mise en ceuvre du vaccin bloquant la
transmission TBV (Dinglasan et al. 2007a). Cet antigéne fait partie des candidats vaccins a

tester dans notre travail.
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Figure 3 Description schématique de 1’oocinéte
(A) I'ultra-structure et (B) photographie de I’oocinéte de P. berghei GFP. SM = sens du mouvement

V.4. Oocyste — sporozoite

Au cours de sa traversée, 1’oocinete parvient a des sites de reconnaissance et de fixation sur la
membrane basale (Warburg & Miller 1991; Vlachou et al. 2006) qui induiraient le signal pour
l'arrét de sa progression (Vlachou et al. 2005). Ainsi logé entre 1’épithélium stomacal et la
lame basale, l'oocinete perd sa mobilité et forme une structure sphérique protégée par une
membrane souple, I’oocyste. Ce dernier devient le sie¢ge d'une duplication génomique qui se
renouvelle sans isolement par des structures membranaires : c'est un syncytium issu de 13
divisions mitotiques devant aboutir a la formation d’environ 8000 sporozoites par oocyste (2'°
= 8 192) (Vaughan et al. 1992). Ainsi, logé contre la paroi stomacale, I’oocyste grossit
réguliérement en prélevant des nutriments dans I’hémolymphe, principalement les produits de
digestion de I’hémoglobine ingérée lors du repas sanguin (Mack et al. 1979a, 1979b). La
membrane s'amincit au fur et a mesure que l'oocyste se développe jusqu’a atteindre un
diametre de I"ordre de 20 a 60 p au bout de 9 a 15 jours, selon la température extérieure
(Sinden & Croll 1975). Dans 1’oocyste, des secteurs cytoplasmiques appelés sporoblastes
apparaissent, dans la périphérie desquels se différencient les sporozoites résultant chacun d’un

noyau cellulaire du syncytium. A maturité, 'oocyste libére les sporozoites dans I'hnémocele et
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ceux-ci circulent dans tout le corps du moustique. Certains pénetrent dans les glandes

salivaires pour se loger dans les acini d’ou ils seront injectés lors d’un prochain repas sanguin

V.5. Quelques aspects physiologiques importants du développement sporogonique

Le développement sporogonique de Plasmodium est couplé a un ensemble de phénoménes
structuraux et physiologiques trés complexes, notamment la synthése par le parasite, des
protéines indispensables pour la survie et le développement du parasite. Parmi de nombreuses
protéines mentionnées dans la littérature, seules celles ayant un intérét connu dans la mise en

ceuvre de TBV contre P. falciparum seront décrites dans cette partie.

e De¢s la gamétocytogénese chez I’homme, le parasite s’implique dans une activité
intense de synthéses protéiques indispensables a son développement. Des protéines de surface
(Pfs pour Plasmodium falciparum Surface-protein), au nombre desquelles Pfs48/45 et P{s230,
ont été identifiées sur les gamétes de P. falciparum (Carter et al. 1984; Vermeulen et al.
1985a; Scherf et al. 1992). Elles sont synthétisées pendant la gamétocytogénese comme
antigénes internes non fonctionnels chez les gamétocystes, et apparaissent sur la surface
seulement a partir des stades gameétes. Leur structure et leur importance pour le parasite ont
été rapportées dans plusieurs études. La protéine Pfs230, est impliquée dans le processus
d’exflagellation des gametes males (Eksi et al. 2006). Bloquer 1’activité de cette protéine
revient a inhiber I’exflagellation des microgametes, et par conséquent, a rompre le processus
de fécondation. De méme, il a été démontré que la protéine Pfs48/45 est indispensable pour la
fertilit¢ des microgametes (van Dijk ef al. 2001; van Dijk er al. 2010). Ces protéines
antigéniques induisent une réponse immunitaire humorale chez des sujets porteurs de
gamétocytes avec la production des anticorps anti-Plasmodium (Kumar & Carter 1984; Carter
& Mendis 1991). Dans plusieurs travaux, il a ét¢ démontré que les anticorps résultant de cette
immunité inhibent ou bloquent le développement du parasite chez le moustique (Gouagna et
al. 2004; Bousema et al. 2011a). Ainsi, de part leur fonction vitale et leur caractére
immunogene, les antigénes Pfs230 et Pfs48/45 ont été identifiés comme des candidats vaccins

bloquant la transmission et font partie des protéines testées au cours de notre travail.

e Apres la fécondation, alors que le zygote perd les protéines spécifiques du stade
gamete, l'oocinéte synthétise et exprime a sa surface de nombreuses protéines dont Pfs25 et
Pfs28. Ces deux dernieres, les plus abondantes a la surface de I’oocinete de P. falciparum

(Kumar & Carter 1984) sont indispensables a sa formation et la protége contre les sécrétions
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acides dans le bol alimentaire (Kaslow et al. 1988; Tomas et al. 2001). Elles jouent également
un role important dans 1’adhésion et la traversée de 1’épithélium stomacal en se fixant sur un
ligand, la calreticuline et interviennent plus tard dans la transition de 1’oocinéte en oocyste
(Tomas et al. 2001; Rodriguez Mdel et al. 2007). La séquence pratiquement invariable du
gene Pf25 et les multiples fonctions de la protéine Pfs25 ont fait de cet antigéne une molécule
d’intérét pour la formulation de vaccins bloquant la transmission (Sinden 1998). C’est un néo-
antigene non exprimé chez I'hdte vertébré ; théoriquement il n’est donc pas soumis a une
pression immunitaire chez ’homme. Cependant ’homme peut €étre immunisé vis-a-vis de cet
antigeéne et générer les anticorps spécifiques a celui-ci si il est artificiellement mis en contact
par vaccination. Cette possibilité a été testée dans plusieurs études utilisant des anticorps
monoclonaux marqués anti-Pfs25 qui se sont révélés efficaces en se fixant sur les antigénes,
inhibant ainsi ses fonctions (Carter ef al. 2000; Rodriguez Mdel et al. 2007). L’efficacité de

ce candidat vaccin a été évaluée au cours de nos travaux de thése.

V.6. Facteurs influencant le développement sporogonique

Le développement sexué du Plasmodium chez I’anoph¢le est un processus dynamique qui fait
intervenir plusieurs composantes incluant a la fois les conditions environnementales, le
parasite, 'homme et le moustique (Sinden 1983; Sinden et al. 1996; Sinden 1998). Leurs
interactions créent un cadre favorable ou hostile, dans lequel le parasite doit évoluer. Nous
avons souhaité intégrer notre étude dans un contexte proche des conditions naturelles. Il nous
a donc paru nécessaire d’aborder le systéme vectoriel dans son ensemble ainsi que certains

des facteurs naturels susceptibles de ’affecter.

V.6.1. Facteurs liés au parasite

Un certain nombre de facteurs liés au parasite ont été identifiés pour expliquer le rendement
du développement sporogonique. Une condition primordiale de I’infection d’une femelle
d’anophele par Plasmodium est 1’age des gamétocytes : seuls les gamétocytes matures sont
capables d'infecter le moustique (Lensen et al. 1999). Ensuite, la relation entre densité
gamétocytaire et l'infectivité des moustiques a été longtemps tres discutée sans pour autant
aboutir a un consensus. Ceci est certainement di a I'usage de différents systémes biologiques

(parasite - vecteur) et aux conditions expérimentales trés variables. Se référant au systéme
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biologique P. falciparum-An. gambiae, les fortes gamétocytémies sont celles qui réussissent
le mieux a infecter les moustiques pour bon nombre d’auteurs (Boudin ez al. 1989; Vaughan
et al. 1994; Gouagna et al. 1998). Cependant, la relation réelle entre la densité de gamétocytes
et leur infectivité demeure toujours une question a ¢lucider. En dehors de I’age et la densité de
gamétocytes, leur sex-ratio module également le succes de I’infection (Paul ef al. 2002; Reece
et al. 2008; Mitri et al. 2009). Habituellement, ce ratio présente une prédominance de
gamétocytes femelles ; un déséquilibre qui est biologiquement compensé au stade gameéte par
la production de 8 microgametes par gamétocyte male, alors que les gamétocytes
femelles produisent chacun un macrogamete. La condition optimale d'infectivité serait celle
d’un gamétocyte male pour 3 a 6 femelles (Robert & Boudin 2003). Par conséquence, une
importante disparité de ce ratio entre les sexes, pourrait affecter négativement le succes de
I’infection. Aussi, les interactions génétiques entre espéces parasite/moustique sont
susceptibles d’affecter le développement sporogonique du parasite (Lambrechts et al. 2005;
Harris et al. 2010). Enfin, la mixité de I’infection (infections mixtes versus clonales) et la
distribution agrégée des gamétocytes dans le bol sanguin pourraient influencer I’infectivité
des parasites (McKenzie & Bossert 1997; Pichon ef al. 2000; Reece et al. 2008; Nsango et al.
2012).

V.6.2. Facteurs liés au moustique
Tous les moustiques du genre Anopheles ne sont pas aptes a transmettre le paludisme. La
transmission requiere une coadaptation entre vecteur et parasite, d’ou la notion d’espéces

réfractaires et d’espéces susceptibles ou especes compétentes définies par Kilama et Craig

(Kilama & Craig 1969). En effet, la compétence vectorielle est la permissivité du vecteur pour
le parasite. Elle peut dépendre de différentes interactions : lors de son développement chez le
moustique, le Plasmodium se heurte aux barrieres physiques, (membrane péritrophique,
épithélium stomacal, épithélium des glandes salivaires), et aux mécanismes de défense
humorale ou cellulaire mis en place par le moustique. Cette réaction immunitaire, dans ses
différentes composantes, différe selon les individus au sein de la méme espece et est en partie
responsable de la chute du nombre de parasites observée lors de la transition oocinete-
oocyste. Ces composantes immunitaires, trés étudiées, incluent la mélanisation/encapsulation
(Collins et al. 1986; Paskewitz et al. 1988; Paskewitz & Riehle 1998) et la production de

molécules antiparasitaires telles que les lectines/agglutinines (Vernick et al. 1995; Richman et
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al. 1996). Les récentes avancées technologiques ont permis d’identifier des facteurs
génétiques qui contrdlent I’'immunité du moustique (Christophides ef al. 2002; Osta et al.
2004; Michel et al. 2005; Riehle et al. 2006) ainsi que les mécanismes moléculaires ou
cellulaires développés par celui-ci pour neutraliser le parasite. En somme, le systeme de
défense développé par le moustique affecte considérablement le rendement parasitaire du
cycle sporogonique. Aussi, le niveau de transmission varie d’une espéce susceptible a une
autre selon la capacité vectorielle (voir encadré page 12). De part sa compétence vectorielle et
capacité vectorielle, An. gambiae a ét¢ identifié comme le vecteur le plus important dans la

transmission de paludisme en Afrique (Fontenille ez al. 2003; Fontenille & Simard 2004).

V.6.3. Facteurs liés a I'homme

Plusieurs facteurs humains, dont I’immunité humorale ou cellulaire, ainsi que des facteurs
génétiques, influencent le développement du parasite au sein du moustique. En effet, aprés le
repas sanguin, les gamétocytes se liberent des érythrocytes et se retrouvent dans le bol
alimentaire au contact de I’environnement immunitaire et cellulaire des hotes. Les antigénes
de surface parasitaire deviennent accessibles aux anticorps naturels humains (anti-Pfs230,
anti-Pfs48/45) également absorbés par le moustique pendant la prise du repas de sang. Les
réactions immunologiques qui en résultent, affectent le parasite en réduisant son aptitude a se
développer (Gouagna et al. 2007). L’effet de ces anticorps sur le parasite constitue
I’immunité naturelle bloquant la transmission, origine du concept TBV. Certains facteurs
génétiques notamment les formes drépanocytaires de I’hémoglobine, favorisent la formation
des gamétocytes chez les personnes, et facilitent le développement sporogonique (Robert ef

al. 1996; Gouagna et al. 2010 ).

VI. Le vaccin bloquant la transmission pour lutter contre le paludisme

VI.1. Evolution du concept des TBV

Apres une trentaine d’années de recherche sur les TBV, plusieurs antigénes notamment les
protéines de surface du parasite et de I’estomac du moustique ont été identifiées, comme
molécules a potentiel vaccinal (Tomas et al. 2001). Cependant, 1’approche des TBV a

longtemps été confrontée a un scepticisme du fait que ce type de vaccin ne protége pas
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I’individu contre I’infection contrairement aux vaccins classiques (Hill 2011). Ce concept
¢tait de ce fait moins attractif pour les investisseurs qui espéraient a terme commercialiser un
vaccin pour les voyageurs internationaux (Hill 2006). Cependant, avec les objectifs
d'éradication et d'élimination du paludisme annoncés en 2007, il y a eu un remaniement
substantiel des priorités dans les programmes de recherche sur le paludisme, y compris la
redéfinition des priorités relatives entre les différents types de vaccins (Greenwood 2008).
L’introduction des nouvelles approches de lutte a ainsi suscit¢é un engouement de la
communauté scientifique vers le concept de TBV. La mise au point d’un tel vaccin pourrait
constituer une approche prometteuses et susceptibles de participer a la stratégie actuelle de

contrble du paludisme.

VI.2. Principe et mode d’action

Les protéines antigéniques de part leur localisation et leur stade d’expression, sont trés peu
(ou pas) accessibles par le systtme immunitaire de ’homme en conditions naturelles. Le
principe des vaccins bloquant la transmission est que ces antigenes formulés sous forme de
molécules immunogenes et administrés a 1’hdte humain, stimulent le systéme immunitaire de
celui-ci. Il produit alors des anticorps dirigés spécifiquement contre [’antigéne utilisé.
Contrairement a 1’action des vaccins classiques, la personne immunisée contre 1’antigéne
génere des anticorps qui ne la protégent pas contre une nouvelle infection. Cependant, a
I’issue d’une infection de cette personne par le Plasmodium, il pourrait se former les
gamétocytes (formes transmissibles aux moustiques). Lors d’un repas sanguin du moustique
sur ce sujet vacciné portant les parasites, les anticorps anti-Plasmodium sont ingérés en méme
temps que les gamétocytes. Lorsque ces antigeénes apparaissent a la surface du parasite chez le
moustique, ils deviennent alors accessibles aux anticorps absorbés qui reconnaissent et se
fixent aux protéines antigéniques. Cette fixation inhibent ou bloquent certaines fonctions
physiologiques indispensables de ces protéines, rompant ainsi le cycle de transmission du
parasite a un nouveau sujet. Les vaccins bloquant la transmission sont donc dits étre des

vaccins altruistes de par leur mode d’action.
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VI1.3. Les atouts dans la recherche de vaccins bloquant la transmission

Le nombre limité de parasites : Sous la pression immunitaire des deux hotes au cours du

développement parasitaire dans le moustique, et des barriéres physiques a traverser par le
parasite, le nombre de parasites subit un goulot d’étranglement et atteint son plus bas niveau
au stade oocyste (Sinden 1999b) (Fig.4). En conséquence, plutot que d'avoir a éliminer des
milliards de parasites érythrocytaires asexués circulant dans I'hote humain, le vaccin bloquant
la transmission aura, d’un point de vue quantitatif, a empécher la formation des quelques

oocystes dans le moustique (en général moins de 10) (Sinden 2010a).

Des antigénes peu polymorphes : En plus de la chute drastique du nombre de parasites, des
investigations ont montré que la plupart des protéines antigéniques identifiées pendant la
sporogonie sont treés peu (ou pas) polymorphes (Williamson & Kaslow 1993; Hafalla et al.
1997; Escalante et al. 1998; Niederwieser et al. 2001). Ceci suscite ’espoir de pouvoir

couvrir une large population de parasites avec un seul vaccin.

Efficacité du vaccin, simple a évaluer : c'est le seul vaccin pour lequel il est aisé d'évaluer

dans le vecteur naturel, I'efficacité des anticorps induits chez I'hote intermédiaire (I'homme).
En effet, pour un individu immunisé, 1’efficacité des anticorps peut &tre testée directement a
partir de son sang s’il est lui-méme infecté, ou indirectement en utilisant son sérum pour le
tester en combinaison avec des parasites de diverses origines (Sinden 2010a ; Bousema ef al.
2013). Ceci leve 1'un des principaux obstacles au développement de vaccins anti-Plasmodium,

notamment les limites liées a 1’éthique.

Protection de toute une population : Bien que le vaccin bloquant la transmission seul ne

protége pas directement la personne vaccinée, il protége cependant toute la communauté
environnante contre ’infection palustre en bloquant la transmission homme-moustique
(Sinden 2010a). Il se révele donc €tre un outil promoteur pour limiter la propagation du

paludisme.

Limitation des parasites chimio-résistants : En ¢liminant les parasites chez le moustique, le

TBV pourrait limiter ['évasion et I’expansion des souches parasitaires résistantes a la
chimiothérapie chez 1’hote humain, mais sensibles a 1’action des anticorps du vaccin

(Dinglasan & Jacobs-Lorena 2008).
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Renforcer D’efficacité d’autres vaccins : combiné a d’autres candidats vaccins (phase

hépatique ou sanguine), le TBV pourrait agir de facon complémentaire en éliminant les

parasites échappant a 1’action de ces vaccins classiques chez I’homme. Ainsi, il pourrait

potentialiser I’efficacité de vaccins classiques grace a une co-formulation (Carter 2001).
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Figure 4: Schématisation de la dynamique de P. berghei chez le moustique.
Au cours de son développement sporogonique, le Plasmodium subit 3 goulots d’étranglements dont les deux plus

importants se déroulent lors de la transition de gaméte — oocinéte et de oocinéte — oocyste. En termes de nombre,
il atteint le plus bas niveau au stade oocyste avant d’effectuer une intense duplication de son génome pour
produire environs 8000 sporozoites par oocyte. Les pertes de parasites dans I’hemocele et lors de la traversée de
la membrane des glandes salivaires réduisent ensuite le nombre de sporozoites infectieux. (de (Sinden 1999b)) et
modifiée par (Blandin & Levashina 2004).
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Chapitre 2 : Objectifs de I’étude, design et méthodologie générale

I. Objectifs de I’étude

1.1 Contexte

Convaincue des multiples avantages que pourraient offrir les TBV dans la lutte contre le
paludisme (WHO 2000), d’intenses investigations ont été menées par la communauté
scientifique en vue de rendre effectif ce type de vaccin. Parmi les antigénes identifiés comme
potentiels candidats vaccins, Pfs25, Pfs48/45, et Pfs230 de P. falciparum et AgAPNI de
I’anophe¢le femelle apparaissent comme les plus prometteurs. En 2007, un essai clinique phase
1 conduit par le ‘National Institute of Health’ a été effectué sur des volontaires aux USA a
I’aide d’un vaccin a base des antigénes Pfs25 et Pvs25 (homologue de Pfs25 chez P. vivax)
(Wu et al. 2008). Cet essai, n’a malheureusement pas ét¢ mené jusqu’a terme pour de fortes
réactions allergiques observées chez certains individus (réactions liées a 1’adjuvant).
Néanmoins, il a permis de recueillir des données favorables pour la poursuite de la recherche.
Les antigenes testés, quoique peu immunogenes au vu des doses d’antigenes administrées ont,
pour la premicre fois, démontré la faisabilité de la stratégie de la TBV. Les investigations se
sont alors focalisées dans la formulation des molécules vaccinales beaucoup plus
immunogenes et avec un adjuvant bien toléré. Depuis 2010, un réseau de chercheurs (de
« Jenner Institute» et de « Imperial college of London »), a mis au point des candidats vaccins
formulés a base d’antigene Pfs25, Pfs230, Pfs48/45 ou AgAPNI1 associés au virus de singe
(ChAd63) ou ‘Modified vaccinia Ankara’ (Kapulu et al., soumis). Ces virus recombinants,
exprimant les antigénes d’intérét, se sont montrés immunogenes lorsqu’ils ont été injectés a
des souris. Les anticorps purifiés et testés sur des P. falciparum de culture NF54 ont révélé
une efficacité satisfaisante (Kapulu et al., soumis). Ces succes obtenus au laboratoire

constituent des arguments solides qui nourrissent un espoir pour I’effectivité¢ des TBV.

I.2. Problématiques

De nombreuses études sur les candidats TBV se sont déroulées dans des laboratoires du Nord,
le plus souvent sur des systemes modeles €loignés des populations naturelles de parasites,

d’hotes et de vecteurs. La plupart des expériences conduites au laboratoire utilisent le systeme
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P. berghei-An. stephensi (un parasite responsable du paludisme chez les rongeurs et un
vecteur du paludisme humain en Asie) ou au mieux, des cultures de P. falciparum (souches
NF54, HB3et 3D7)-An. gambiae (souches de laboratoire). Il convient de souligner qu’il existe
d’importantes différences entre le systtme de laboratoire en conditions expérimentales et le
systéme naturel de transmission du Plasmodium a 1’homme (Boete 2005; Cohuet et al. 2006;
Dong et al. 2006). La transmission de Plasmodium en conditions naturelles est couplée a un
bon nombre de paramétres variables peu connus : dans une population humaine disparate (i)
infectée par Plasmodium a des densités gamétocytaires trés vari€es (ii) viennent se gorger une
population de moustiques génétiquement polymorphes (iii), prenant différentes quantités de
sang (iv). Chez ces moustiques, les parasites génétiquement variées (v) sont soumis a diverses
pressions immunitaires (vi). Les individus d’une population humaine donnée, immunisés
contre un antigene généreront sans doute des anticorps a des concentrations variées (vii).
Toutes ces composantes interagissent au cours du développement sexué¢ du Plasmodium, et

soulevent la question « Quel serait impact de cette diversité naturelle sur efficacité des

candidats vaccins bloguant la transmission ? »

L.3. Objectifs

Dans cette étude, I’objectif global a été d’évaluer ’efficacité des candidats vaccins bloquant
la transmission dans les conditions naturelles de transmission de P. falciparum. Et pour y

parvenir, nous nous sommes fixés pour objectifs intermédiaires de :

1. Evaluer I’efficacité des candidats vaccins bloquant la transmission sur les isolats naturels
de P. falciparum ;

2. Caractériser la variabilité¢ génétique de P. falciparum circulant dans la population humaine
et la susceptibilité des génotypes sur le vaccin bloquant la transmission ;

3. Caractériser les relations entre la densité en gamétocytes, le succes de I’infection chez le
moustique et I’efficacité des candidats TBV

4. Evaluer l’effet de I’immunité humaine naturelle bloquant la transmission chez le
moustique et ses interactions avec 1’efficacité des candidats vaccins ;

5. Evaluer le niveau de transmission de Plasmodium dans la population sauvage de vecteurs

du paludisme dans le but de prédire 1’efficacité des candidats vaccins sur le terrain.
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I1. Design de I’étude

Cette ¢étude a été une composante d’un projet multicentrique « TransMalariaBloc : Malaria
transmission Blocking by vaccines, drugs and immune mosquitoes» financé par 1’Union
Européenne dans le cadre du FP7-HEALTH-2007-2.3.2-9. Elle a impliqué différents
laboratoires partenaires. La présente thése se place dans le volet concernant les vaccins

bloquant la transmission.

Les expérimentations utilisant le systéme biologique de laboratoire (P. berghei ou cultures de
P. falciparum-An. stephensi) ont été effectuées a “Imperial College of London, UK” en
collaboration avec “Jenner Institute, Oxford, UK” et “National Institute of Health, USA”.

Dans ces laboratoires, le travail a principalement consisté a identifier/sélectionner les

candidats vaccins prometteurs, a formuler les molécules vaccinales en utilisant différents

vecteurs pour en choisir la meilleure formulation. Les vaccins formulés ont été utilisés pour

une immunisation chez I’homme ou la souris et les sérums/anticorps résultants ont été testés

sur les parasites et moustiques de laboratoire.

Pour tester D’efficacité de ces candidats vaccins sur les isolats naturels de P. falciparum,

I’Institut de Recherche en Sciences de la Santé (IRSS Bobo-Dioulasso, Burkina Faso) a

développé une plate forme d’infections expérimentales en conditions semi-naturelles.

Enfin, le polymorphisme génétique des parasites et leurs éventuels impacts sur I’efficacité

des candidats TBV ont été ¢tudiés a I’Institut de Recherche pour le Développement centre de

Montpellier (IRD / France).

Cette étude s’inscrit dans un contexte « pré-essai clinique » bas¢ sur des expériences de
laboratoire suivant le cycle de développement de Plasmodium. Elle utilise du matériel
biologique pour former une combinaison hote vertébré/parasite/hote vecteur. Cette
combinaison restreinte au parasite-vecteur est appelée systeme vectoriel. Les expériences sont
baties sur la base d’infections expérimentales de moustiques par des parasites, sur lequel on
fait intervenir différents anticorps issus des candidats vaccins. Les expressions « systéme de
laboratoire » et «systeme naturel » sont utilisées pour désigner respectivement la
combinaison artificielle vecteur-parasite utilisée au laboratoire (parasite murin avec un
moustique vecteur de Plasmodium humain) et la combinaison naturelle vecteur-parasite (P.
falciparum-An. gambiae) responsable d’un grand nombre de cas de paludisme humain en

Afrique.
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II1. Spécimens biologiques et processus d’obtention

II1.1. Systéme de laboratoire : P. berghei-An. stephensi

Les travaux sur le modele de laboratoire ont été effectués a « Imperial College, London» et
ont porté essentiellement sur I’infection d’An. stephensi (SDA 500) par les gamétocytes de
Plasmodium murin : P. berghei ANKA 2.34 WT ou P. berghei GFP (Sinden et al. 2002). P.
berghei GFP (Green Fluorescent Parasite) est une souche génétiquement modifiée pour la
rendre fluorescente et donc facilement détectable au microscope a fluorescence a tout stade de
son développement (Janse et al. 2006). Les souris de laboratoire de type Tuck Ordinary (TO)
d’age compris entre 4 et 8 semaines ont été utilisées comme hotes vertébrés pour la

production des gamétocytes.

Toutes les souches de parasites utilisées provenaient de la banque de stockage de spécimens
biologiques de I’Imperial College, conservées dans des cryotubes, dans de I'azote liquide.
Avant utilisation, elles ont été réactivées par chauffage a 37°C puis injectées aux femelles des
souris. Le sang infecté de ces souris a servi a réaliser les infections expérimentales des

femelles d’An. stephensi élevées a I’insectarium.

Les moustiques ont été ¢levés en insectarium dans des conditions standards : 26 a 29 °C, 45 —
59 % d’humidité relative (RH), en éclairage alterné (12 heures de lumiere et 12 heures
d’obscurité chaque jour). Les adultes ont ét¢ maintenus entre 25-27 °C, 50-70% d’humidité et
nourris au fructose 8% contenant 2-3 mM de 1’acide para-amino-benzoique. Les repas de
sang pour le maintien de la colonie sont effectués par gorgement sur des rats. Pour les
expériences d’infections par les parasites, des femelles agées de 3 a 4 jours, ont ¢été

sélectionnées.

II1.2. Systéme vectoriel naturel : Plasmodium falciparum-Anopheles coluzzii

II1.2.1. Le parasite

Les gamétocytes ont été recherchés aupres de la population humaine naturellement exposée a
I’infection a Plasmodium. En amont, les démarches administratives et les prospections
parasitologiques au sein de la population humaine ont été effectuées suivant les conditions

d’éthique requises.
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111.2.1.1 Site d’études

Un aspect innovant de cette thése est le fait de tester les candidats TBV dans des conditions
les plus proches possibles des conditions naturelles de transmission et de chercher a intégrer
les variables des populations naturelles. Des infections de moustiques par leurs parasites
naturels ont été réalisées a I’Institut de Recherches en Sciences de la Santé (IRSS) a Bobo-
Dioulasso, au Burkina Faso. Elles ont nécessité¢ des prospections de terrain et une phase de
laboratoire. Bobo-Dioulasso et ses environs sont situés dans le facies épidémiologique
soudanien, le plus important du pays (Fig.5). Un laboratoire de niveau de sécurité conforme y

a ¢té installé dans le cadre du projet Transmalariabloc.

Deux localités principales (Soumousso et Dandé€) situées a une quarantaine et une
cinquantaine de kilomeétres de Bobo-Dioulasso, ont servi de terrain pour le recrutement des
patients volontaires et les collectes entomologiques. Situé sur 1’axe Bobo — Diébougou,
Soumousso (11°00°46°°N, 4°02°45°°W) est inclus dans le district sanitaire de Karangasso
Vigué. Cette localité est sillonnée de quelques petits cours d’eau avec des zones marécageuses
aménagées en champs de culture maraichére. An. gambiae s.s., An. funestus et An. nili sont les
principaux vecteurs. Le taux entomologique d’inoculation annuel varie de 64 a 100pi/h/an
(piqures infectantes par homme et par an), avec un maximum pendant la saison des pluies
(Juillet a Novembre) (Gazin et al. 1985; Robert et al. 1985). Selon des enquétes
parasitologiques réalisées en 2007, P. falciparum est I’espéce largement dominante de
Plasmodium avec une prévalence estimée a environ 40% dans la population d’enfants de
moins de 12 ans (Gouagna ef al. 2010). Dandé¢ (11°34'59" N et 4°33'25" W) le second site
d’étude, est situé sur 1’axe Bobo — Faramana (frontiere du Mali). Le choix de ces deux
localités comme terrains d’étude a été motivé par 1’endémicité palustre, I’importance de leur

population d’enfants, et leur accessibilité quotidienne en toute saison, en partant de Bobo.
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Figure 5: Carte des différentes faciés épidemiologiques du paludisme au Burkina Faso et localisation des sites
d’étude

111.2.1.2. Population de prospection

La recherche de personnes infectées par Plasmodium au stade de gamétocytes s’est déroulée
au sein d’une population humaine répondant a un certain nombre de critéres. Etaient éligibles
pour I’étude, les enfants des deux sexes, agés de cinq a douze ans, habitant les localités citées,
ne présentant pas de pathologies cliniques évidentes et dont les parents ou tuteurs ont donné

leur accord avec signature d’un consentement éclairé (annexe 1).

1I1.2.1.3. Dépistage et sélection des porteurs de gamétocytes

La recherche des porteurs de gamétocytes sur le terrain a été organisée de fagon alternée dans
les deux localités, Dandé et Soumousso avec 1’aide d’un guide local chargé de diffuser
I’information dans les différents ménages ou a 1’école. Pour chaque sortie, des gouttes
¢paisses de sang ont été réalisées sur une centaine d’enfants volontaires présélectionnés. Au

laboratoire, les gouttes épaisses ont été colorées au Giemsa 10% pendant 10 minutes et
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examinées au microscopique (objectif x100 a I’huile d’immersion) pour la recherche de
Plasmodium (Fig.6). Pour chaque cas de mono infection a P. falciparum détecté, la densité de
gamétocytes ou gamétocytémie a €té€ estimée en comptant le nombre de gamétocytes pour
1000 leucocytes du porteur (gamétocytémie relative). En considérant un nombre standard de
8000 leucocytes/ul de sang chez un sujet, la gamétocytémie absolue (gamétocytes par unité de
volume) a été déduite par la formule : (gamétocytes compté x 8000) / 1000. Les densités
parasitaires pour les autres stades (trophozoites, schizontes, mérozoites) ont été é¢galement
évaluées pour statuer du traitement chimio-thérapeutique des personnes infectées. Deux ou
trois porteurs de gamétocytes, accompagnés du guide (et quelquefois d’un parent quand il le
désirait) ont été conduits au laboratoire par session d’infection. Les porteurs de gamétocytes
¢taient éligibles s’ils répondaient aux critéres suivants : sujet asymptomatique, ne présentant
pas une co-infection par une autre espéce de Plasmodium que P. falciparum, ni anémie ni
maladie concomitante nécessitant un suivi médical. De plus, les parents des enfants éligibles
ont été interrogés sur I’historique d’éventuelle fiévre dans les 24 heures précédentes
(traduisant le seuil pyrogénique), et sur d’éventuels traitements (chimiothérapie ou traitement
traditionnel) en cours ou dans le mois précédent, susceptible d’influencer le développement
sporogonique. Arrivé au laboratoire et apres un test de confirmation (goutte épaisse et frottis
mince), 10 a 15 ml de sang veineux ont été prélevés aux porteurs de gamétocytes dans des

tubes héparinés.

Figure 6: Processus d’identification de porteurs de gamétocytes
Réalisation des gouttes épaisses sur le terrain (A) et lecture au microscope des lames (B) pour la recherche de
trophozoites et gamétocytes (C).
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111.2.1.4. Considérations éthiques

Ce projet d’étude a été soumis et approuvé par le comité d’éthique institutionnel du Centre
MURAZ (accord n° 003-2009/CE-CM). Des correspondances officielles spécifiant le but et le
déroulé de I’étude ont été adressées aux autorités administratives des localités choisies. Une
campagne d’information a été effectuée au sein des populations des dites localités avant le
début de 1I’étude. A 1I’issue des recherches de parasites par microscopie, tous les individus
infectés au seuil de 1000 parasites par microlitre de sang ont recu gratuitement des le
lendemain un traitement curatif a base d’artésunate-amodiaquine suivant le protocole en
vigueur au Burkina Faso. Pour les cas de parasitémies trés €levées (densité parasitaire >
50.000 trophozoites par microlitre de sang), des recommandations étaient données au guide de
terrain par appel téléphonique aussitot apres la lecture de la lame pour que le patient puisse
bénéficier d’un traitement d’urgence au centre de santé. En plus des traitements curatifs, les
participants a 1’étude (porteurs de gamétocytes) ainsi que leurs parents ont recu chacun une

moustiquaire imprégnée en guise de prise en charge préventive.

I11.2.2 Moustiques vecteurs

111.2.2.1 Souche et origine

Une souche locale du complexe Anopheles gambiae, An. coluzzii (Coetzee et al. 2013), a été
utilisée comme hdte vecteur pour les infections expérimentales. Cette lignée a été colonisée et
maintenue en ¢élevage dans I’insectarium de I’IRSS a partir des femelles collectées dans la

localité de Vallée de Kou (d’ou I’appellation de souche VK) depuis 2007.

111.2.2.2. Production et maintenance de la souche

Les femelles maintenues en cages et nourries sur lapin et avec du glucose 10%, pondent sur
des boites de Pétri contenant du coton humide recouvert de papier filtre (Fig.7A). Les pontes,
collectées au deuxieme jour apres les repas de sang, éclosent dans un bac contenant de 1’eau
de source (Fig.7B). Les larves de stade I issues de 1’éclosion sont conservées dans I’eau de
source et sont nourries quotidiennement avec de 1’aliment congu pour les poissons d’aquarium
(TetraMinBaby®). Dans les conditions standards d’insectarium (28°C+2, Humidité =
80%=10), elles évoluent progressivement par mue en larves de stade II, III pour donner des

larves de stade IV au bout de 10 jours environ. Les nymphes résultant des larves de stade IV
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sont réparties en lots d’environ 200 individus dans des gobelets remplis d’eau. Ces gobelets
sont disposés dans des cages cubiques a cadre métallique de 30 cm d’arréte, recouvertes de
tulle moustiquaire a mailles fines (Fig.7C). L’émergence survient 24 a 48 heures plus tard et
les imagos libérés s’alimentent sur du coton imbibé de glucose 10%. Les femelles nullipares,

sont sélectionnées aux troisieme ou quatrieme jours aprés 1’émergence, pour les

expérimentations.

Figure 7 : Production des moustiques en insectarium
(A) montre les ceufs d’anophéles femelle pondus dans une boite de Pétri contenant du coton recouvert de papier

filtre humide ; (B) illustre le traitement des larves issues de 1’éclosion des ceufs récoltés ; (C) montre les cages
contenant les moustiques adultes.

IV. Les candidats vaccins a tester

En guise de vaccin, nous avons testé du sérum de personnes immunisées pour Pfs25, ainsi que
des anticorps dirigés contre un antigene d’Anopheles (AgAPN1) et contre des antigénes de

Plasmodium (Pfs25, P{s230-C, Pfs48/45) issus de souris immunisées.

IV.1. Nature et origine du sérum anti-Pfs25 de personne immunisée

En 2007, un essai clinique en phase 1 soutenu par le ‘National Institute of Health’ avait été
réalisé & « John Hopkins Center for Immunization Research, Washington DC, USA », (Wu et
al. 2008). Dans cet essai clinique, la molécule vaccinale avait ét¢ formulée a partir
d’antigénes Pfs25 avec pour adjuvant du « Montanide ISA 51 », une émulsion a base d’huile
minérale et de mono-oléate de mannide. La formulation Pfs25/Montanide ISAS51 ainsi
obtenue avait été administrée a différentes doses (5pg et 10ug) a des volontaires par injection

intramusculaire (im).
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Cet essai, n’a malheureusement pas été jusqu’a terme a cause des réactions allergiques
observées chez certains volontaires, dues a I’adjuvant. Néanmoins, le test immunologique
(ELISA) avait révélé des doses variables d’anticorps anti-Pfs25 dans le sérum des
participants. Les sérums des personnes immunisées, testés sur des Plasmodium de culture
NF54, avaient révélé une efficacité corrélée avec le titre d’anticorps (Wu et al. 2008). Nous
avons souhaité évaluer D’efficacité de ce sérum en conditions semi-naturelles contre des
isolats de P. falciparum et avons pour cela regu des échantillons de sérum issu de ce premier
essai clinique de phase 1 de TBV, dans le cadre d’une collaboration avec le « National

Institute of Health ».

VI1.2. Nature et origine des anticorps issus de souris immunisées

Au regard des résultats encourageants mais mitigés de I’essai vaccinal de phase 1 pour Pfs25,
des investigations se sont focalisées sur la formulation des molécules vaccinales plus
immunogenes pour limiter le besoin en adjuvant. Depuis 2008, des chercheurs du Jenner
Institute a oxford, ont procédé a la mise au point des candidats vaccins formulés a base de
plusieurs antigénes en utilisant comme vecteur, des virus recombinants (Draper et al. 2008;
Draper et al. 2009; Draper ef al. 2010; Goodman ef al. 2011). Cinq antigénes différents dont 4
protéines de surface de P. falciparum (Pfs25, Pfs230 et Pfs48/4 et Pfs48/45-natif) et la
protéine AgAPN1 du moustique ont été ciblées comme candidats vaccins de choix. Les génes
codant pour ces antigenes ont ¢té d’abord clonés dans des virus (chimpanzee adenovirus
vector ChAd63 et modified vaccinia virus Ankara MVA). Puis, ces virus recombinants
exprimant les antigénes d’intérét ont été utilisés pour immuniser des souris de type Balb/c par
injection intramusculaire. Le processus d’immunisation des souris et de purification des
anticorps a été inclus dans le sujet de theése en cours d’une étudiante du Jenner Institute
(Kapulu et al., soumis). Brievement, des lots de souris ont d’abord été vaccinés avec une dose
de virus recombinant ChAd63 (1x10® unités infectieuses) exprimant un des antigénes. Elles
ont ensuite recu 56 jours plus tard une dose rappel avec le virus recombinant MVA (1x10’
unités infectieuses), exprimant les mémes antigénes (Fig.8). Au 70° jour aprés la date de la
premicre dose, le sang des souris immunisées a été prélevé par ponction cardiaque, puis
centrifugé a 13 000 rpm pendant 4 minutes pour obtenir le plasma. Les anticorps purifiés du
plasma, principalement les immunoglobulines G (IgG), ont été dosés par test ELISA. Leur

fonctionnalité a ét€ évaluée en testant leur capacité a bloquer la transmission de P. falciparum
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souche NF54 chez An. stephensi (Kapulu et al., soumis). Ils se sont révélés efficaces sur cette
souche et nous avons voulu tester leur effet sur les isolats naturels de P. falciparum. Nous
avons cherché en particulier a évaluer en paralléle et dans les mémes conditions, les candidats
TBV les plus prometteurs a ce jour. En effet, tous ces candidats vaccins ont été testés dans le
pass¢, cependant la variabilit¢ des conditions expérimentales ne permettent pas une

comparaison directe de leurs efficacités respectives.

P, falciparum

A. gambiae
8wk
Boost
Simian adenovirus Modified vaccinia Ankara ]MVA[

(ChAd63)

Figure 8: Protocole schématique de I’immunisation des souris

V. La technique d’infections expérimentales

V.1. Description du dispositif expérimental

L’infection expérimentale des moustiques vecteurs par le Plasmodium est une technique
développée dans les années 1970 (Sinden & Canning 1972; Canning & Sinden 1973; Sinden
& Garnham 1973) et consiste a faire gorger des moustiques sur du sang infecté¢ par des
gamétocytes dans le but de provoquer le développement sporogonique du parasite. Cette
méthode utilise un dispositif artificiel (Fig.9) permettant de simuler la prise de sang des
moustiques proche du gorgement naturel. Le dispositif est constitué d’une série de petites
cellules en verre appelées cellules de gorgement (« feeders » en anglais). Chaque cellule est
constituée de deux compartiments : le compartiment périphérique muni de deux orifices

(conduites d’entrée et de sortie d’eau) (Fig.9A). Les différentes cellules de gorgement, fixées
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sur un support métallique, sont reliées entre elles par un circuit de tuyaux connectés a un bain
marie (Fig.9B) ce qui permet le maintien de la température a 37°C du sang contenu dans le
compartiment central. Une fine couche en plastique transparent, une membrane Parafilm®,
momentanément appliquée sous le compartiment central sert d’imitation de la peau humaine

sur laquelle viennent gorger les moustiques (Fig.9C).

Orifice de sortie

A

Orifice d'intromission du sang

Entrée

Sotie = d'eau a 37°C

d'eau a 37°

Compartiment de maintien de |a température
Compartiment de rétention du sang

Membrane de parafilm ® mimant la peau

rrrey

N

Figure 9: Dispositif utilisé pour réaliser les infections expérimentales

Structure d’une cellule de gorgement (A) et dispositif complet, avec le bain marie, les cellules de gorgement et
les gobelets en dessous (B). Les moustiques a I’intérieur des gobelets se gorgent a travers la membrane de
Parafilm (C) ; le sang dans les cellules de gorgement est maintenu a 37°C grace au bain thermostaté.

V.2. Le protocole d’infection expérimentale

V.2.1. Gorgement des moustiques

En fonction de la source et de la nature des parasites, plusieurs expressions sont utilisées pour
désigner la technique. Le SMFA “ Standard membrane feeding assay ™ a ét¢ la technique
utilisée ici pour le systéme de laboratoire (Sinden et al. 1996). Il désigne le gorgement des
moustiques a 1’aide d’une souche de P. berghei ou d’une culture de P. falciparum. Le DMFA
«Direct Membrane Feeding Assay» a été utilisé pour toutes les infections réalisées avec le
systeme P. falciparum - An. gambiae (Bousema et al. 2012b). Le DMFA désigne le

gorgement des moustiques sur membrane a partir des gamétocytes issus directement de 1’hote
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humain. La démarche expérimentale suit a quelques nuances pres un plan général illustré par
la figure 10. Les différences résident au niveau du traitement du sang prélevé et le jour de
dissection des moustiques selon le systeme utilisé et les questions spécifiques a traiter. Les
anopheles femelles agés de 3 a 4 jours et affamées (sans glucose) pendant 24H sont
conditionnées en gobelets (50 a 80). Chaque gobelet est disposé sous une cellule afin de
permettre la prise de sang (Fig.9 B&C). De I’intérieur des gobelets ils se gorgent au travers la
membrane de Parafilm pendant 30 minutes. Les moustiques n’ayant pas gorgé ou ayant
partiellement gorgé sont retirés. Les individus gorgés sont maintenus et nourris au glucose ou
au fructose 10% dans les conditions standards de 1’insectarium jusqu’a la dissection pour

compter les oocystes.

i Collecte de sang infecté
(de souris ou de personne)

(<Dilunon du sang initial
Traitement -/ -Avec ousans anticorps
selon objectif L-Remplacemem de sérumj

- Autres traitements

37°C <

Gorgement des moustiques

Dissection des moustiques pour

Y adétection des oocystes

Figure 10: schéma général d’une infection expérimentale.

V.2.2. Technique de dissection des estomacs de moustiques

La dissection s’effectue sous une loupe binoculaire, a 1’aide de pinces Dumont n°5 dans une
solution de tampon : PBS 1X pour le systeme P. berghei-An. stephensi et du mercurochrome
2% pour le systeme P. falciparum-An. coluzzii. Le moustique est maintenu par une pince au
niveau du thorax et I’abdomen est étiré a 1’aide d’une seconde pince placée au niveau du 7e
segment abdominal, 1’exosquelette en se déchirant entraine 1’estomac hors de 1’abdomen.
Celui-ci est délicatement détaché aux deux extrémités et placé entre lame et lamelle, puis est
examiné au microscope aux grossissements x10 a x40 de I’objectif pour la détection et le

comptage des oocystes.
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V1. Méthodes d’évaluation des candidats TBV

Pour chaque expérience, des groupes expérimentaux ont été définis. Chaque groupe
expérimental (par exemple moustiques gorgés sur du sang infectieux en présence ou non du
candidat vaccin) est constitué¢ a partir des moustiques gorgés sur au moins deux ‘feeders’
différents contenant la méme qualité de sang, ceci dans le souci de minimiser d’éventuelles
variations liées a la manipulation ou un effet li¢ au “feeders”. A la dissection 7 jours post-

gorgement un effectif d’au moins 30 moustiques par groupe a été une condition pour valider

I’expérience. Pour valider les observations, chaque expérience a été répétée au moins 3 fois.

Pour les expériences validées, trois indicateurs ont été utilisés pour estimer I’infectivité a
Plasmodium au sein des différents groupes expérimentaux de moustiques. Ces indicateurs
sont la prévalence, la distribution des oocystes au sein de chaque groupe expérimental et
I’intensité des oocystes. La prévalence de I’infection, désigne la proportion de moustiques
infectés (possédant au moins un oocyste sur 1’estomac) dans chaque groupe expérimental,
alors que l’intensit¢ de l’infection exprime la moyenne arithmétique des oocystes par

moustique au sein de chaque groupe.

L’efficacité¢ des candidats vaccins bloquant la transmission a été assimilée a 1’activité des
anticorps spécifiques des antigenes étudiés, obtenus par I’immunisation de souris ou de
I’homme. Cette efficacité a été¢ évaluée en termes d’Activité Bloquant la Transmission
(TBA) et d’Activité Réduisant la Transmission (TRA) (Churcher et al. 2012 ; Sinden et al.
2012a; Sinden et al. 2012b).

Le TBA (efficacité sur la prévalence) estime le pourcentage de blocage de la prévalence de
I’infection par les anticorps dans le groupe test (en présence du candidat bloquant) par rapport

a celle du groupe contrdle (en absence du candidat bloquant).

Le TRA (efficacité¢ sur I’intensité¢) évalue le pourcentage de réduction de I’intensité des
oocystes dans le groupe test (en présence du candidat bloquant) par rapport a celle du groupe

controle (en absence du candidat bloquant).

Prévalence groupe test

TBA — 100 * (1 _ ) TRA — 100 % (1 _ moyenne d oocyste test )

Prévalence groupe controle moyenne d' oocystes controle
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Chapitre 3 : Evaluation de ’efficacité de principaux candidats vaccins
bloquant la transmission en conditions semi-naturelles

Introduction

Nous avons mentionné dans le design de 1’étude, que le sérum humain issu de 1’essai clinique
ainsi que les anticorps purifiés des souris immunisées avaient montré une bonne efficacité
contre les Plasmodium de culture NF54. Ces résultats obtenus au laboratoire constituent des
arguments solides en faveur des TBV. Cependant, il convient de noter que certains obstacles
pourraient compromettre cette efficacité en raison des différents paramétres qui interagissent
dans la transmission de Plasmodium en conditions naturelles (voir section Généralité/
Problématique). L’efficacité observée sur les parasites de culture, reste donc a étre démontrée

sur les parasites circulant chez les sujets naturellement infectés.

Aussi, dans le concept de candidats TBV, les antigénes a potentiel vaccinal ont été
sélectionnés a partir de parasites de profil génétique bien connu, notamment la souche NF54
de P. falciparum. Le choix des candidats a été en partie motivé par le caractére peu
polymorphe des séquences nucléotidiques de leurs geénes. Cependant, des auteurs ont rapporté
des cas de mutations ponctuelles du gene Pf25, entre autres sur des isolats du Brésil, de
Papouasie Nouvelle Guinée (Shi er al. 1992; Manske et al. 2012). D’autres études ont aussi
révelé des cas de mutation du gene Pf230 dans la population sauvage de Plasmodium
(Williamson & Kaslow 1993; Niederwieser et al. 2001). D’autre part, la transmission de
Plasmodium en conditions naturelles est corrélée par des infections multiclonales (plusieurs
génotypes) récurrentes chez les personnes vivant en zone endémique (Anderson et al. 2000;
Abdel-Wahab et al. 2002; Nassir ef al. 2005; Soulama et al. 2006 ; Nwakanma et al. 2008 ).
De tels environnements infectieux constituent un cadre favorable pour la sélection de
génotypes capables d’échapper aux actions ciblant leur élimination (Boudin & Robert 2003).
En effet, les interactions entre les différentes souches parasitaires chez [’hdte peuvent
influencer plusieurs traits d’histoire de vie tels que la virulence et la transmission, et elles
peuvent avoir des conséquences sur I’évolution, 1’adaptation et la dynamique des populations
de pathogenes (Bell ef al. 2006). Il a été observé chez P. falciparum, que la diversité
génétique et/ou antigénique engendrait un polymorphisme phénotypique permettant a certains
clones de déjouer le systéme immunitaire de ’homme (Contamin ef al. 1996; Konate et al.

1999; Smith ef al. 1999). Pourtant, aucune étude a ce jours, n’a véritablement testé 1’effet de
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la diversité génétique des infections a Plasmodium sur I’efficacité des candidats TBV, ceci
constitue toujours une zone d’ombre dans le concept des stratégies de blocage de la

transmission.

L’objet de notre étude a été¢ de mesurer I’efficacit¢ des différents candidats TBV, sur les
parasites sauvages au sein de leur vecteur naturel, An. coluzzii, et de déterminer I’effet de la
diversité génétique des populations naturelles de Plasmodium sur I’efficacité de ces candidats.
11 s’est agi spécifiquement, d’évaluer I’efficacité d’anticorps de souris et sérum humain décrits
plus haut dans le systéme P. falciparum-An. coluzzii, en tenant compte du niveau de
I’infection chez les moustiques et du titre d’anticorps. Puis, nous avons étudié¢ 1’effet de la
diversité des isolats naturels de Plasmodium de différentes zones sur I’efficacité des candidats

TBV.

I. Matériel et Méthodes

I.1. Infections expérimentales pour tester le sérum humain anti-Pfs25

Le sérum d’un volontaire ayant participé a I’essai vaccinal (Wu et al. 2008) a été testé pour
son efficacité a bloquer la transmission homme-moustique d’isolats naturels de P. falciparum.
Afin d’évaluer I’efficacité de ce sérum sur une plus grande diversité de parasites, les mémes
expériences ont €t€¢ conduites en parallele au Burkina Faso et en Thailande. Nous avons
réalisé les expériences au Burkina Faso alors que les expériences en Thailande ont été
réalisées en collaboration avec le « Armed Forces Research Institute of Medical Sciences,
Bangkok, Thailand ». En Thailande, les isolats naturels de P. falciparum ont servi a infecter

des moustiques vecteurs locaux, Anopheles dirus.

La concentration du sérum anti-Pfs25 de personne immunisée, a été estimée a 212 pg/ml (Wu
et al. 2008). Notre objectif a été de tester son efficacité¢ a 109 ng/ml, concentration estimée
dans le sang total de I’individu immunisé¢ avec sérum et cellules sanguine. La démarche
expérimentale a consisté a nourrir des moustiques avec du sang infect¢ d’un individu, en
présence et en absence du sérum anti-P{s25. Ainsi, chez une personne infectée volontaire, un
volume de 10 ml de sang veineux a été prélevé dans des tubes héparinés et réparti en volume
de 350uL dans 6 tubes Eppendorf 1.5ml préalablement chauffés a 37 °C. Apres centrifugation
pendant 3 minutes a 3000 r.p.m. a 37°C, le plasma sanguin du porteur a été retiré et le culot a
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¢té suspendu pour lavage dans 350 pl de milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute) préchauffé a 37°C, le tout a été mélangé par pipetage, puis de nouveau centrifugé.
Apres avoir prélevé entiérement le surnageant, le culot a été suspendu d’une part dans 180ul
du sérum anti-Pfs25 (pour 3 tubes tests) et d’autre part dans 180 pl de sérum naif pour
I’antigéene Pfs25 (pour 3 tubes controles négatifs). Les suspensions finales, bien
homogénéisées, ont été utilisées pour gorger des femelles An. coluzzii au Burkina Faso ou An.
dirus en Thailande. Sept jours aprés le repas sanguin, les moustiques ont été disséqués dans
du mercurochrome (2 %) sous un binoculaire pour détecter et compter les oocystes sous
microscope. Les estomacs parasités ont été conservés dans de 1’éthanol absolu a -20 °C pour
I’analyse moléculaire des souches parasitaires. Pour chaque groupe de moustiques, les
indicateurs de 1’infection ont été calculés, et I’efficacité du sérum anti-Pfs25 a été évaluée en

termes d’activité bloquant la transmission et d’activité réduisant la transmission.

I.2. Infections expérimentales pour tester les anticorps de souris immunisées

Les 5 anticorps obtenus par le « Jenner Institute, UK » ont été testés en aveugle durant les
expériences et la démarche a consist¢ a nourrir des anopheles avec du sang infecté en
présence d’anticorps (anticorps test ou anticorps témoin négatif). Une concentration arbitraire
d’anticorps a été fixée pour étre testée. Le sang prélevé du porteur humain a été d’abord
réparti (350ul) dans des tubes de type Eppendorf 1.5ml et centrifugé pendant 3 minutes a
3000 rpm a 37°C pour retirer le plasma autologue. Puis le volume d’anticorps, correspondant
a la concentration arbitraire, a été ajouté dans les culots cellulaires du lot test. Le niveau initial
du sang a ¢été ajusté avec du sérum AB (issu d’un donneur européen non immun) afin
d’obtenir la concentration finale d’anticorps souhaitée tout en maintenant la gamétocytémie
initiale. Un anticorps non spécifique pour le parasite, a servi de contrdle négatif. Afin de tester
I’effet du tampon de purification des anticorps et de valider la neutralité du controle négatif,
un deuxieéme controle négatif (plasma autologue remplacé par le plasma AB) a été utilisé. Les
suspensions finales ont été utilisées pour gorger des groupes d’An. coluzzi de 3 a 4 jours
maintenus a jeun pendant les 24 heures précédentes. Sept jours aprés le repas sanguin, les
moustiques ont été disséqués dans du mercurochrome (2 %) sous une loupe binoculaire pour
détecter et compter les oocystes sous microscope. Les estomacs parasités ont ét€ conserveés
dans de 1’éthanol absolu a -20 °C pour ’analyse moléculaire des souches parasitaires. Pour

chaque groupe de moustiques, les indicateurs de 1’infection ont été calculés, puis 1’efficacité
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du sérum anti-Pfs25 a été évaluée en termes d’activité¢ bloquant la transmission (TBA) et

d’activité réduisant la transmission (TRA).

1.3. Analyses génétiques des isolats naturels de P. falciparum

Dans le but d’obtenir des données sur la diversité génétique des isolats naturels de
Plasmodium, et le lien potentiel avec ’efficacité des TBV, nous avons procédé¢ a des analyses
moléculaires d’isolats de parasites utilisés pour les expériences. La premicre approche a
consist¢ a mesurer la diversité des haplotypes lors de [D’infection par marqueurs
microsatellites, pour détecter un potentiel effet de la multiplicité d’infection sur I’efficacité
des TBV. En second lieu, les genes d’intérét (Pf25 et Pf230) ont été séquencés pour le
diagnostic d’éventuels cas de polymorphisme dans la population parasitaire. Pour couvrir
I’ensemble des génotypes parasitaires nous avons effectué¢ 1’analyse avec I’ADN des parasites

aussi bien au stade sanguin chez I’homme qu’au stade oocyste chez le moustique.

I. 3.1. Extraction de ’ADN des isolats de Plasmodium

1 1.1.1. A partir des papiers confettis de sang infecté

La méthode de chelex-100 (Plowe & Wellems 1995; Dokomajilar et al. 2006) a été utilisée
pour extraire ’ADN du parasite a partir des papiers confettis imprégnés de sang infecté. Les
papiers confettis séchés ont été découpés puis incubés toute une nuit dans une solution de
saponine 0.5% pour lyser les érythrocytes maintenus dans les mailles. Apres un ringage dans
du PBS 1X, ’ADN a été sépar¢ des autres composants cellulaires par chauffage/ vortexage a
95°C sur du block chauffant, dans une résine de chelex 5%. Enfin, aprés une centrifugation de
14000 r.p.m. pendant 10 minutes, 1’extrait d’ADN a été recueilli par pipetage et conservé a -

20°C pour les analyses moléculaires.

L1.1.2. A partir des oocystes d’estomacs infectés

e Isolement individuel des oocystes

Une question évoquée dans la littérature est I’infection des personnes par plusieurs clones de
Plasmodium en zone d’endémie palustre (Nassir et al. 2005; Nwakanma et al. 2008). Il nous

semblait utile d’obtenir I’ADN d’oocyste individuel, afin de déceler au mieux les diversités
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génétiques des parasites émanant exclusivement des souches ayant infecté¢ les moustiques.
Nous avons ainsi procédé dans un premier temps a 1’isolement individuel des oocystes selon
le protocole décrit par Annan et a/. (Annan et al. 2007). Les estomacs de moustiques infectés
conservés dans 1’éthanol absolue a -20°C ont d’abord été réhydratés successivement dans
1’éthanol 70%, 30% et I’eau distillée stérile. L’estomac réhydraté a été placé dans 10 pl d’eau
distillée stérile sur une lame polysine, le tout disposé sur un plateau de microscope inversé,
puis nous avions procédé a 1’extraction oocyste par oocyste, a I’aide de mandrins munis de
munities fines. Une fois détaché de I’estomac, I’oocyste a été recueilli par aspiration capillaire
a I’aide d’une pipette pasteur a extrémité préalablement effilée a la flamme et a été ensuite
introduit dans un tube de type Eppendorf 0.5ml contenant 10ul d’eau stérile et conservé

immédiatement a -20°C pour I’extraction de I’ADN.

e Procédure d’extraction de I’ADN des oocystes

L'ADN a été extrait des oocystes isolés en utilisant le kit Qiagen, suivant le protocole
préconisé par le fabricant (annexe 2). Brievement, les oocystes ont été lysés par la protéinase
K dans une solution tampon a 56°C dans un bain marie. Puis I’ADN a été purifié du lysat,
avec différents tampons avant d’étre ¢lué dans 50ul de tampon AE. Une PCR (Polymerase
Chain Reaction) diagnostique a été réalisée (annexe 2) afin d’identifier les échantillons ADN-

positifs et a confirmer 1’espéce falciparum (Fabre et al. 2004).

I. 3.2. Génotypage des souches a ’aide de la technique des microsatellites

1. 2.1.1. But et principe de la technique des microsatellites

Le génotypage microsatellite est une technique de biologie moléculaire qui étudie le
polymorphisme ou la diversité génétique au sein d’une population grice a la taille des alleles
des marqueurs génétiques neutres appelés microsatellites. Pour notre étude, il s’agissait de
dénombrer les clones de Plasmodium présents dans le sang des individus infectés utilisés pour
les infections expérimentales et ceux ayant infecté les moustiques vecteurs. Cette approche
visait a ¢élucider la question d’éventuelles souches de Plasmodium sensibles, et d’autre

résistantes a 1’activité des anticorps issus des candidats vaccins.
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1 2.1.2. Mode opératoire

e [’Amplification des microsatellites

Sept marqueurs microsatellites (Poly a, ARA2, PfPK2, TAA60, TAA109, TAAS87 et Pf377)
ont été¢ utilisés pour le génotypage (tableau I) comme décrit par (Anderson et al. 2000;
Razakandrainibe et al. 2005; Annan et al. 2007 ). Pour chaque expérience, ’ADN du parasite
a été¢ amplifié¢ par une PCR nichée (Nested PCR) pour chacun des sept marqueurs. Les détails
des programmes d’amplification sont consignés dans I’annexe 3. Cette variante de la PCR,
consiste en une séric de deux PCR au moyen de deux paires différentes d’amorces. Une
amorce marquée (fluorochrome spécifique pour chaque marqueur microsatellite) et une
amorce standard ont été utilisées pour la deuxieme amplification, rendant les produits PCR2

détectables au séquenceur.

e M:¢élange et dilution des produits d’amplification PCR2

Suivant la coloration du fluorochrome des amorces marquées et la position des alleles sur les
chromosomes, les produits d’amplification PCR2 pour chaque échantillon ont été regroupés
en deux pools: 4 (Poly a, ARA2, PfPK2 et TAA87) et B (TAA109, TAA60 et Pf377)
(tableau I). Pour chaque pool, les mélanges (Pool 4 et B) ont été dilués au 1/200 dans de d’eau

distillée stérile.

e Dénaturation de I’ADN et génotypage

Pour obtenir I’ADN simple brin, les mélanges de chaque pool de produits PCR (ADN double
brin) ont été dénaturés dans des plaques : 1 pl du contenu de pool a été additionné avec 13.9ul
de formamide et 0,1 pl de marqueur de taille Genescan-500LIZ pour un volume total de 15pl.
La plaque ainsi préparée a été chauffée a 95°C pendant 3 a 5 minutes dans un thermocycler,
puis refroidie immédiatement sur de la glace dénaturant ainsi ’ADN. Les ADN simples brins
obtenus ont ¢été analysés sur un ‘Genetic Analyser Applied Biosystem 3130XL’
(communément appelé séquenceur) suivant un plan préalablement établi. Aprés migration, la
taille des all¢les a été estimée par le logiciel Genescan (Applied Biosystem) par référence au
marqueur de taille intégré dans les préparations, et les résultats ont ét¢ analysés avec le
logiciel GeneMapper4.0 pour identifier des alléles de chaque marqueur et déterminer les

différents clones de parasite.
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Tableau I : Détails relatifs aux marqueurs microsatellites

*

amorces marquées (bleu, jaune, rouge ou vert) utilisés pour la deuxi¢éme PCR.

Marqueurs Amorces | Séquences des amorces 5° —3’ Taille Pool de produits
(localisation) et couleur de fluorochrome amplifiée PCR
P20 F AAA ATA TAG ACG AAC AGA
Poly o P20 R1 ATC AGA TAA TTG TTG GTA 130-186
(chromosome 4) | p2g R* GAA ATT ATA ACT CTA CCA
P22 Fl GTA CAT ATG AAT CAC CAA
ARA2 P20 ¥ GAA TAA ACA AAG TAT TGC T 57-84 Pool A
(chromosome 11) (P22 R GCT TTG AGT ATT ATT AAT A
P24 F CTT TCA TCG ATA CTA CGA
PfPK2 P24 R1 CCT CAG ACT GAA ATG CAT 160-207
(chromosome 12) | po4 R* AAA GAA GGA ACA AGC AGA
P25 F1 ATG GGT TAA ATG ACG TAG A
TAAST [pspr | EENCODBSOROGNNORNS |
(chromosome 6) [p25 R ACA TGT TCA TAT TAC TCA C )
TAA109 P21 F CTC AAA GAA AAA TAA TTC
(chromosome 6) P21 F* TAG TAA CGA TGT TGA CAA 70-88
P21 R AAA AAG GAG GAT AAA TAC AT
P23 F GAT CTC AAC GGA AAT TAT Pool B
TAA60 P23 RI TTA TGT TGG TAC CGT GTA
(chromosomel3) [py3 r* | TTA TCC CTA CGA TTA ACA 92-104
P26 F1 TAG GGA ACA TCA TAA GGA T
Pf377 P26 F¥ GGT TAA ATC AGG ACA ACA T 151-194
(chromosome 12) [ p26 R CCT ATA CCA AAC ATG CTA AA

I. 3.3. Séquencage des génes Pf25 et Pf230

L 3.1.1. L’amplification

Pour chacune des protéines antigéniques de surface Pfs230 et Pfs25, ’ADN parasitaire a été

spécifiquement amplifié¢ pour les geénes correspondant Pf230 et Pf25. Les détails relatifs a ces

genes sont consignés dans le tableau II (Niederwieser ef al. 2001). Le programme de cette

PCR est une série de deux amplifications consécutives, et sa particularit¢ est lice a la

décroissance progressive de la température d’hybridation a la premiere amplification (Fig.11).

La température d’hybridation de 58°C au premier cycle baisse de 1°C a chaque cycle jusqu’a

48°C au dernier cycle (touchdown PCR ou PCR par essai).
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Tableau II : Récapitulatif des amorces utilisées pour amplifier les génes Pf25 et Pf230

Géne |Amorces |Séquence (5° — 3’) Taille (pb)
P25 Pfs25F3 TTCATTCAACTTAGC 588
Pfs25L1 AAACATAATGCTTAGATT
Pf230 [F GTGATTTCACAACAGGTTCG 693
R TTTTATTATAATCATCATGTCTGC
4 4 4
94°
720 72°
30"
¥
A J
Y Y
12 cycles 40 eycles

Figure 11: Diagramme d’amplification du géne Pf25 et Pf230

1.3.2.2. Purification des produits PCR et réaction de séquence

Tous les produits d’amplification ont migré par électrophoreése sur gel d’agarose 2%
contenant du BET. Les produits PCR révélés positifs a la migration ont été ensuite, purifiés
grace a un systéme de billes magnétiques, le systéme Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter inc, beverly, Ma) (annexe 4). Cette purification permet de débarrasser de I’ADN des
réactifs PCR, pour n’obtenir que les génes d’intéréts amplifiés. Par la suite, la réaction de

séquence a été effectuée a partir de I’ADN purifié suivant le diagramme présenté en figure 12.

e &
96°} 96°

‘;' A J
N

Figure 12: Diagramme schématisant la réaction de séquence
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1. 2.3.3. Purification des produits de réactions de séquences et séquencage

Les produits de réaction de séquence ont été a nouveau purifiés grace un autre systeme de
billes magnétiques, le systétme Agencourt CleanSeq (Beckman Coulter inc, beverly, Ma)
(annexe 4). Les produits d’ADN issus de cette dernieére purification ont été passés au
séquenceur. Puis, Les résultats ont ét¢ analysés avec le logiciel SeqScape v2.5 et les
séquences des geénes Pf25 et Pf230 de la souche NF54 ont servi de référence (Kaslow et al.
1989b; Niederwieser et al. 2001).
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I1. Résultats

I1.1 L’efficacité du sérum humain anti-Pfs25 en conditions semi-naturelles

I.1.1. Blocage et réduction de la transmission par le sérum de personne immunisée

L’objectif de 1’étude, était d’évaluer 1’efficacité d’un sérum humain issu d’une immunisation
anti-Pfs25 sur des isolats naturels P. falciparum. Les expériences ont été réalisées a
concentration constante d’anticorps (109ug/ml), celle obtenue chez le volontaire immunisé, et
ont porté¢ sur du sang infecté¢ provenant de 12 porteurs humains dont 7 au Burkina et 5 en
Thailande. Les densités de gamétocytes chez les personnes infectées étaient trés variées, allant
de 32 a 1328 gamétocytes/ul avec en moyenne 133/ul (IC95% [78 ; 227]) au Burkina contre
409/ul (IC95% [62; 2706]) en Thailande. Chez les moustiques disséqués, une forte
hétérogénéité a été observée dans la distribution des oocystes aussi bien dans les groupes
expérimentaux (test & contrdle), que d’une expérience a une autre (Fig. 13). Le tableau III
récapitule 1’ensemble des données obtenues au Burkina Faso et en Thailande ainsi que
I’efficacité du sérum exprimée en termes d’activité bloquant la transmission (TBA) et

d’activité réduisant la transmission (TRA) de I’infection.

3004

250 kil

Nombre d'oocystes

200

Expérience 1 Expérience 2  Expérience 3 Expérience 4 Expérience 5 Expérience 6  Expérience 7

Figure 13: Distribution du nombre d’oocystes dans les expériences testant le sérum anti-Pfs25 au Burkina Faso
Les points représentent le nombre d’oocystes comptés sur les estomacs des moustiques (en bleu pour le contrdle
et en rouge pour le test en présence de sérum de personne immunisée). Les étoiles au dessus des nuages de points
indiquent les significativités des tests statistiques (Mann Whitney test, P<0.0001) entre groupe test et groupe
contréle de chaque expérience.
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Tableau III: Récapitulatif des données sur les expériences testant le sérum anti-Pfs25

Prévalence en % Intensité
(Infecté/Disséqué) TBA ZA’ Moyenne ; Médiane (EI') TRA Z%

Pays  D.G. Controle Test (1e95%) prvalue Controle Test (1e9%) p-value
° 336 80,00 (96/120) 14,16 (17/120) 82,5[72,1 ; 89,0] 0.003 20,1 ;9 (1-30) 0,7 5 0 (0-0) 96,9 [88.,9 ; 99,2] 0.0021
"g 720 86,66 (52/60) 56,66 (34/60) 34,8 [14,5 ; 50,3] 0.013 144,1 ; 140 (96-236) 12,9 ;2 (0-14) 91,8 [66,5 ; 98,0] 0.0097
;—f 32 61,66 (74/120) 14,16 (17/120) 77,4 [59.,2 ; 87,5] 0.003 2,6 ;2 (0-4) 0,3 ; 0(0-0) 91,2 [56,9 ; 98.2] 0.0190
= 1120 85,00 (51/60) 80,00 (48/60) 5,6 [-20,5 ; 26,0] 0.512 149,3 ; 112 (8-246) 97,2 ; 58 (5-166) 33,8 [-67,1 ; 73,8] 0.2827
= 1328 94,04 (79/84) 95,45 (63/66) -L1[-15,1;11,2]  0.772 222,9 ; 162 (49-345) 70,0 ; 53 (22-120) 71,0 [-21,7 ; 93,1] 0.0743
128 84,13 (53/63) 72,60 (53/73) 14,9 [-7,6 ; 32,7] 0.125 33,4 5 28 (6-49) 6,3 ; 4 (09) 80,6 [58,5 ; 91,0] 0.0059

4 184 95,74 (45/47) 85,32 (93/103) 10,5 [-10,4 ; 27,5] 0.181 86,4 ; 88 (24-133) 22,0 5 16 (5-33) 73,6 [63.6 ; 80,9] 0.0003
& 64 86,02 3093) 61,46 (59/9) 27,1[5,2 ; 43,9] 0.034 13,7 ;13 3-23) 3,932 72,0 [63.9 ; 78,2] 0.0002
2 128 61,76 (42/68) 29,51 (18/61) 48,5[1,2; 73,2] 0.047 11,4 ;3 (0-16) 2,0;0(0-2) 80,0 [29.2 ; 94,4] 0.0251
= 360 78,05 (64/82) 64,42 (67/104) 19,2[-104;40.8]  0.099 54,9 522 2-92) 6,852 (0-7) 87,1 [76,1 ; 93,1] 0.0015
5 128 80,00 (60/75) 41,86 (36/36) 48,7 (31,9 ; 61,3] 0.003 11,1 ;5 1-14) 1,6 ; 0 (0-2) 84,6 [66.2 ; 93,0] 0.0050
80 83,33 (110/132)  50.00 (65/130) 40,1 [25,8 ;51,6] 0.003 14,0 5 13 221 2,7;10-4 80,9 [72,4 ; 86,7] 0.0003

*: Ecart Interquartile (EI) est une mesure de dispersion qui s'obtient en faisant la différence entre le premier et le troisiéme quartile

D.G. : densité de gamétocytes par microlitre de sang des différentes personnes infectées. Les p-values ont été mesurées entre les valeurs catégorielles en utilisant le test de

Chi2 pour les moyennes et le test de Mann Whitney pour les intensités.
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I1.1.2. Pefficacité du sérum anti-Pfs25 en fonction du niveau de I’infection

Pour 10 des 12 expériences, 1’analyse statistique a révélé une réduction (TRA) significative
du nombre d’oocystes dans les groupes tests comparés aux groupes controles. En revanche, il
a été révele une faible efficacité en termes de blocage de la prévalence de I’infection (TBA).
En effet, la TBA a été significative pour seulement 7 des 12 expériences (Tableau III). De
plus, une importante fluctuation du TBA en fonction des expériences a été révélée, allant de -
1,1 % (efficacité nulle) a 82,5%, suggérant I’implication de facteurs explicatifs. Une analyse
de méta-régression (réalisée par M. Fay, NIH) a été¢ effectuée dans le but d’identifier les
facteurs expliquant ces variations d’efficacit¢é bloquant la transmission du sérum. En
moyenne, 51,2% et 30,1% de TBA ont été obtenues respectivement en Thailande et au
Burkina. L’analyse de méta-régression révele que ces différences observées ne sont pas liées
aux sites mais sont plutdt associées a la variation de la densité¢ de gamétocytes. En effet,
I’intensité de I’infection (moyenne d’oocystes dans le groupe contrdle) dérivant de la densité
de gamétocytes a été identifiée comme le facteur potentiellement impliqué. Afin de visualiser
I’effet de I’intensité de ’infection, les TRA et TBA ont été présentés dans de graphes, en
fonction de la moyenne d’oocystes dans le lot contrdle (Figure 14). Le TRA varie trés peu en
fonction de ’intensité de I’infection (Figure 14A) alors que le TBA est négativement corrélé a
I’intensité de I’infection (Figure 14B). Ces résultats tendent donc a montrer un role important
de I’intensité de ’infection (nombre moyen d’oocystes dans le lot controle) sur 1’efficacité de

blocage de la transmission. Cet aspect sera détaillé dans le chapitre 2.

100 o 1004 B
et
- . <
= Y =
] [ ] B
f‘é 80 [ ) [ 2 [
= [ =
= ° ® s
D
S 60 =
5 g s [ ]
= o
g0
é 40 51 ¢ ®
2 ¢ 2 o
=
2 204 v P [ ]
X .2 L4 Y
D) e\ 0
0 T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T
2 3 4 6 8 11 16 23 32 45 64 91 128 181 256 2 3 4 6 8 11 16 23 32 45 64 91 128 181 256
Moyenne d'oocystes dans le groupe contrdle Moyenne d'oocystes dans le groupe contréle

Figure 14: Relation entre I’efficacité du sérum anti-Psf25 et I’intensité de 1’infection.

(A) indique la réduction de 1’intensité de 1’infection (TRA) et (B) la diminution de la prévalence de 1’infection
(TBA) selon I’intensité moyenne d’infection dans le groupe contréle de moustiques. Les points en bleu désignent
les expériences réalisées aux Burkina Faso et en rouge celles de la Thailande.
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I1.2. L’efficacité d’anticorps issus de souris immunisées

En rappel, 5 anticorps ont été générés chez les souris au « Jenner Institute » et leurs efficacités
respectives ont été¢ évaluées sur des Plasmodium de culture NF54. 1l s’agissait des anticorps
dirigés contre les antigénes Pfs25, P{s230, Pfs48/45 natif et Pfs48/45 de P. falciparum et un
anticorps spécifique de I’antigéne AgAPNI1, une protéine de 1’estomac d’An. gambiae. La
différence entre les deux variantes de 1’antigéne Pfs48/45 réside dans la présence/absence
d’un groupement glycosyl a I’extrémité N-terminal de la protéine. A 1’état naturel, ce
groupement existe sur la protéine (Pfs48/45.ngm ou Pfs48/45 natif), mais dans la construction
de la molécule vaccinale il a été jugé nécessaire de le supprimer (Pfs48/45 ngim ou Pfs48/45)

afin de mesurer son importance.

Notre objectif était donc d’évaluer I’efficacité de ces anticorps chez le systeme biologique P.
falciparum — An. coluzzii, en fonction de 3 parametres : la diversité des parasites ; le niveau
d’infection des moustiques et la concentration d’anticorps. Les femelles d’An. coluzzii ont été
nourries sur du sang infecté par des gamétocytes de P. falciparum contenant les anticorps et
I’efficacité a été évaluée en termes d’activité bloquant la prévalence de I’infection et d’activité

réduisant I’intensité de 1’infection.

I1.2.1. L’Efficacité comparée des 5 anticorps

En premier lieu, nous avons voulu mesurer 1’efficacité de chacun des anticorps. Dans une
premiére expérience comparative, les 5 anticorps ont été testés a la méme concentration (500
pg/ml) ajouté a du sang infect¢é d’un méme individu. Cette concentration d’anticorps de
500pg/ml fixée dans 1’expérience est proche de celle testée en conditions de laboratoire
(650ug/ml) sur la souche NF54 de Plasmodium, afin de pouvoir comparer les résultats. Des
femelles d’An. coluzzii ont été nourries avec le sang infectieux et un des anticorps, elles ont
été disséquées 7 jours plus tard pour la détection des oocystes. Le porteur de gamétocyte a
généré ici une infection de forte intensité puisque 61,79 oocystes en moyenne (IC 95%
[45,04 ; 78,53]) ont été trouvés dans le groupe controle. Les résultats montrent une trés grande
variation dans la distribution du nombre d’oocystes pour les différents anticorps testés (Fig.

15). Une analyse statistique a révélé 3 informations principales :

(1) Les deux lots de moustiques controles (gorgés sur du sang avec sérum AB ou anticorps

contrdle) montrent des niveaux d’infection similaires aussi bien en termes de prévalence
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d’infection (test de Chi 2, p=0,2991) qu’en termes d’intensit¢ d’oocystes (Mann Whitney test,
p= 0,1341) confirmant ainsi la neutralit¢ de 1’anticorps contréle et du tampon de purification

sur le parasite.

(i1) Les anticorps dirigés contre les antigénes AgAPNI1, Pfs48/45 (toutes les deux variances)

n’ont pas montré¢ d’effet sur la formation des oocystes (Mann Whitney test, p > 0.1286).

(ii1) Les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont montré une forte activité de blocage de la

prévalence de I’infection : respectivement 80% et 100% d’efficacité.

Sur la base de ces analyses directives, nous avons orienté les expériences en deux groupes

visant chacun a vérifier les observations (ii) et (iii).

Anticorps de faible efficacité Anticorps tres efficaces —_
2 300 R .
@
£ : .
S
o
= o,
£ .
£ : .
S
Z 2004 .
L]
L]
®o0® ¢
Og .: ° ®e,* %o
oo ° ®
° 0 e® (] e
1004 oo, - .t e
° ..o . .. .:
o0
: ° ::.o o ::oo o
. i
.:::o ° _ﬁ'- o e’ ° ...:
O ° o..*.:o Ggq0® 0.::
:.’.- ...... :o::. - Secfee® s,
0L scies  sodpres .e . I SN Y
gé\ & &~ & c@f: O W
» = @ ¥ R X >
B S “ & N 3
kg b‘3,\5‘ &~ < ¢ &
0 Q‘@b‘

Figure 15 : Comparaison de ’efficacité des anticorps en termes de distribution d’oocystes.
Les points représentent le nombre d’oocystes comptés sur les estomacs des moustiques (en bleu pour les
groupes tests et en rouge pour les groupes contrdles). La barre horizontale représente la moyenne. NS : non

significatif.

I1.2.2. Confirmation de la faible efficacité de 3 anticorps
Les anticorps Pfs48/45 natif, Pfs48/45.ngm, AgAPN1 n’ont pas montré d’efficacité
significative lors du premier essai. Afin de comprendre si ce résultat était 1i¢ a 1’isolat de

parasite issu du donneur de gamétocyte, une deuxieéme expérience a été réalisée avec ces
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mémes anticorps a la méme concentration (500 pg/ml). Le donneur de sang présentait une
densité¢ de 120 gamétocytes/ul de sang. Le contrdle a généré en moyenne 64,15% [50,62 ;
75,70] de moustiques infectés avec 8,54 oocystes en moyenne (IC 95% [5,25 ; 11,69]). Dans
cet essai, I’anticorps Pfs48/45 natif a totalement bloqué I’infection. Par contre, Pfs48/45 NG @
réduit la prévalence de I’infection de 77,73% et réduit I’intensité de 87,18%. Pour AgAPNI1,
une réduction de 65,47% de l'intensité a ét€¢ observée, alors que 1’effet de blocage sur la
prévalence était de 22,06% (Fig.16). Une troisieme expérience, effectuée en guise de
confirmation, a malheureusement porté sur du sang infecté par plusieurs especes de
Plasmodium (P. falciparum et P. malariae), ne permettant pas d’apprécier 1’action des
anticorps spécifiques a falciparum. Mais en se résumant a ces deux expériences et a une
concentration d’anticorps aussi élevée, il ressort que ces trois anticorps ont une faible activité

fonctionnelle sur les isolats naturels de Plasmodium.
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Figure 16 : Distribution d’oocystes au sein des moustiques gorgés sur les anticorps a faible efficacité.

Les points représentent le nombre d’oocystes comptés sur les estomacs des moustiques (en bleu pour le contrdle
et en rouge pour le test) pour deux expériences pour lesquelles le nombre moyen d’oocystes chez les moustiques
contrdles est 61.79 (A) ou 8.54 (B).

I1.2.3. Mesure approfondie de I’efficacité des anticorps Pfs25 et Pfs230

Afin d’estimer I’efficacité des deux candidats vaccins en tenant compte de la diversité des
isolats de parasites, les anticorps spécifiques de Pfs25 et Pfs230 ont été simultanément testés
avec du sang infect¢ provenant de plusieurs donneurs. Au total, 7 expériences, utilisant
chacune un sang infecté et un ou plusieurs titres d’anticorps, ont été réalisées. Pour
I’ensemble des expériences, 1’efficacité des anticorps a €été estimée en termes d’activité
blocage de la transmission (TBA) et I’activité réduction la transmission (TRA) (Tableau IV).

Selon les expériences, la TBA et la TRA ont été complétes ou non.

53



Tableau IV : Récapitulatif de I’efficacité des anticorps Pfs25 et Pfs230 en fonction de leur concentration et I’intensité de 1’infection

Expérience 3
I=295)

Expérience 1
(I=62)

TBA TRA TBA TRA

500 pg/ml 100% 100% 35.22% 96.55%

250 pg/ml 561%  59.58%

125 pg/ml

Pfs230

62,5 pg/ml
31,25 pg/ml
500 pg/ml 80% 99.37% 100% 100%

250 pg/ml 4041%  95.64%

Pfs25

125 pg/ml
62,5 ng/ml

31,25 pg/ml

I=Intensité de I’infection dans le groupe contrdle (Moyenne d’oocyste par moustique) ; TBA = activité bloquant la transmission ; TRA = activité réduisant la transmission
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11.2.4. Effet du titre d’anticorps sur la réduction et le blocage de la transmission

Afin de déterminer la relation entre le titre des anticorps et leur efficacité, les anticorps anti-
Pfs25 et anti-Pfs230 ont été testés a différentes concentrations sur le sang infect¢ du méme
porteur (expérience 4, tableau IV). Pour une densité¢ de 80 gamétocytes/ul dans le sang du
porteur, nous avions observé une moyenne d’environ 6 oocystes par moustique dans le groupe
contrble. A cette intensité d’infection, une régression linéaire a été effectuée entre les
concentrations d’anticorps et leur efficacité. Cette analyse a révélé que pour chacun des deux
anticorps, 1’efficacité en termes de blocage de la prévalence et de réduction de I’intensité, est
positivement corrélée avec leur concentration dans le sang (Coefficient de corrélation

1°=0,8439 et r’=0.8087 pour Pfs230 et Pfs25 respectivement) (Fig. 17).

En conclusion, le sérum anti-Pfs25 issu de I'immunisation d’un homme et de titre 100 pg/ml,
s’était avéré plus efficace en faible intensit¢ d’infection. Ici, pour une intensité¢ fixe,
I’anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont montré une efficacité qui augmente avec leur
concentration. Ces observations démontrent donc que 1’efficacité des anticorps dépend a la

fois de leur concentration dans le sang et de I’intensité de I’infection.
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Figure 17: Relation entre I’efficacité des anticorps et leur concentration dans le sang.

Pour isolat donné¢ de Plasmodium, les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont été testés a différentes
concentrations. Les graphes A et B indiquent respectivement 1’activité réduisant la transmission et 1’activité
bloquant la transmission en fonction de leur concentration.

I1.3. Résumé de ’efficacité des candidats vaccins

Pour étre efficace, un vaccin TBV devra réduire la prévalence d’infection afin d’affecter la
chaine de transmission du paludisme. Il est attendu que réduire seulement I’intensité¢ de

I’infection (nombre d’oocystes parmi les moustiques infectés) ne devrait pas impacter la
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transmission du paludisme. En effet, un nombre limité d’oocystes, voire un seul, suffit a
assurer le caractere infectieux du vecteur ((Vaughan et al. 1992, 1994; Vaccines. 2011)). Pour
cette raison, I’efficacit¢ du TBV devra se mesurer par son effet sur la prévalence de
I’infection chez les moustiques exposés (TBA). Ainsi, nous avons réalis¢ une synthése
graphique intégrant a la fois le TBA, la concentration d’anticorps et I’intensité de 1’infection a
partir de toutes les expériences réalisées avec les anticorps de souris (Fig. 18). Ces graphes
permettent de visualiser le fait que pour chaque intensit¢ de l’infection, il existe une
concentration minimale d’anticorps requise pour un blocage total de la transmission. A titre
d’exemple, une intensité¢ de 20 oocystes en moyenne dans le groupe contrdle requiert une
concentration d’environ 125pg/ml de DP’anticorps anti-Pfs230 pour un blocage total de la
transmission du parasite. Ainsi, nous avons défini une zone (nommée zone d’efficacité)
correspondant aux différentes combinaisons (titres d’anticorps/intensités de 1’infection) pour
lesquelles le blocage de la transmission est quasi-total. Nous percevons ici que de telles
données pour des anticorps produits chez I’homme permettraient de réaliser des modéles dans
le but d’estimer 1’efficacité du TBV en fonction du titre d’anticorps obtenu chez les sujets

immunisés et les modalités de la transmission.
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Figure 18: Représentation graphique de ’efficacité des candidats TBV

L’intensité de I’infection dans le groupe contrdle a été placé en abscisse et la concentration d’anticorps en
ordonnée. Les différents points indiquent les efficacités correspondant & chaque combinaison concentration
d’anticorps / intensité de I’infection. Les couleurs des points correspondent au niveau d’efficacité avec : ® =
efficacité < 70%, @ = efficacité 70 % - 99% et ® = 100% d’efficacité. La section marquée en pointillée désigne
une zone dite de certitude i.e. a ’intérieur de laquelle toute concentration d’anticorps est susceptible de bloquer
I’intensité de ’infection qui lui est associée.
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I1. 4. Une diversité parasitaire sans impact sur ’efficacité des candidats TBV

I1.4.1. La structure génotypique de ’infection n’affecte pas I’activité des anticorps

Au cours de cette étude nous avons observé des efficacités partielles dans certaines
expériences aussi bien pour le sérum humain anti-pfs25 que pour les différents anticorps issus
de souris. Afin de vérifier si la multiplicité d’infection impacte ’efficacité des TBV, nous
avons procédé au génotypage des isolats naturels de Plasmodium du stade sanguin et du stade
oocystes par la technique des microsatellites. Sur un total de 36 échantillons de sang infecté
analysés 34 personnes se sont révélés €tre infectées par plusieurs clones de Plasmodium. Pour
8 des 36 patients les parasites au stade oocyste chez les moustiques infectés, ont été¢ génotypés
en parallele avec ceux du stade sanguin. En assimilant les oocystes issus des moustiques de la
méme expérience comme étant d’une méme population de parasite, nous avons reconstitué
I’ensemble des haplotypes ayant infecté ces moustiques. Ainsi, plusieurs haplotypes
parasitaires ont ¢été également observés chez les moustiques infectés. Toutefois, 1’analyse
comparative de génotypes des deux stades de parasite révele des similitudes comme des
différences d’haplotypes dans plusieurs cas (tableau V). Tout compte fait, la combinaison des
résultats des deux stades a permis d’identifier I’ensemble d’haplotypes ayant infecté les
patients : 5 a 12 haplotypes (tableau V). De cette analyse, il ressort que la quasi-totalité des
patients du Burkina Faso sont infectés par différents haplotypes. En revanche, un seule
haplotype a été révélé chez 4 patients (sur 5) de la Thailande suggérant une infection
quasiment monoclonale. Toutefois, les infections a multiples haplotypes n’a pas un impact
sur I’efficacité des candidats TBV. En conclusion, en dépit des contrastes observés entre les
nombres d’haplotypes dans la population au Burkina et en Thailande, les résultats sont restés
similaires en termes d’efficacité du sérum anti-Pfs25.Nous avons observé des génotypes
parfois différents entre les stades de parasites chez ’homme et les stades oocystes chez le
moustique. La présence d’un génotype dans le sang, absent chez le moustique peut étre du au
fait que les stades sanguin incluent des formes asexuées non transmissibles aux moustiques.
La présence d’haplotypes chez les moustiques non identifiés chez 1’homme pourrait
s’expliquer par la faible densit¢ du génotype chez I’homme difficilement détectable la
technique de la PCR. Nous envisageons a 1’avenir, d’analyser les génotypes dans les
différents groupes de moustiques (controles et tests) afin de déterminer une éventuelle

sélection.
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Tableau V : Récapitulatif du génotypage des isolats de Plasmodium Burkina Faso

Poly a TAA109 ARA2 TAA60 PfPK2 TAAS87 Pf377 Haplotypes
NF54 152 83 69 96 168 99 174 1
2 153, 156, 159, 162, 166 71 63,72 97, 100, 103, 106 159, 162, 168 91 165, 174, 178
6
Oocyste
153, 156, 178 71,74, 80, 83, 86 63, 66, 69, 78 97, 100 162, 165, 175 97,99, 105, 108 150, 157, 165
Sang 133 74 72 93,103 162 105 162, 198
9
Oocyste 137,139, 142, 150, 153, 159, 71,74, 77, 80, 99,102, 105, 108, 150, 162, 165, 174,
168, 181 83, 86 60, 63, 66, 69, 72,78 97,100, 103 159, 162, 165, 168, 175, 111,119 178
Sang 150, 153, 156, 71,74, 83, 86 63, 66, 78 97, 100, 106 162, 165 88,91, 99 150, 165, 198,
6
Oocyste 150, 156, 159, 166 80 66, 69, 78 93, 100 159, 172 99, 105, 108, 111 165, 174, 178, 190
139, 142, 150, 153, 156, 159, 71,74, 77, 80, 159, 162, 165, 168, 172, 162, 165, 174, 178,
Sang 162, 166, 168, 172, 174 83, 86, 90 60, 63, 66, 69, 78 93,97, 100, 103, 106 175 102, 105, 108, 114 198 "
Oocyste 150, 159, 162 74, 80 66, 072 93, 100 162,172 108, 178,
130, 150, 153, 156, 159, 162, 159, 162, 165, 168, 172, 97,99, 102, 105, 162, 165, 174, 178,
Sang 166, 174 71, 74, 80, 90 66, 69, 72,75, 78 93,97, 100 175 108, 122 190, 198 "
Oocyste 153,159, 168, 172, 187 74,77, 83 63, 66, 69, 72 97,100, 103, 106 159, 190 102, 105 165, 178
Sang 142, 146, 150, 153, 156, 159, 74, 80, 83, 86 66, 69, 72, 75 93,97, 100, 106 162, 165, 168, 172 102, 117 162, s ok, T3
162, 166, 168 198
91,97, 102, 105 9
Oocyste 153, 156, 162, 166, 172 71, 74, 80, 83 60, 63, 66, 69, 75 97, 100, 103, 106 159, 162, 165, 168 10% 1’11 ? ’ 162, 165, 174, 178
Sang 150, 156, 159, 162, 166, 168 74,77, 80, 83 66, 69, 75 93,97, 100, 103, 106 159, 165, 168,172,190  NA 162, 165, 174, 178
150, 153, 156, 159, 162, 166, 162, 165, 168, 172, 175, 094, 099, 102, 105, 162, 165, 174, 178,
Oocyste 1o 172 178 71,74,77,80,83 63, 66,72,81,90 93,97, 100, 103 i 108 111, 119 181, 184 9
Sang 153 71,74,77, 80,83 66,72,75 97, 100 162, 165 97, 102, 105 162, 178
5
Oocyste 150, 153, 156, 172 71, 80, 83 63, 66, 72, 81 100, 103 159, 162, 168, 175 99,102, 105, 111 162, 165, 178
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I1.4.2 une absence de polymorphisme des génes Pf25 et Pf230

Afin de détecter un lien potentiel entre I’efficacité des candidats vaccins et le polymorphisme
des geénes codant pour les protéines cibles Pfs25 et Pfs230, ’ADN parasitaire du sang et des
oocystes, a été amplifié puis séquencés pour ces deux genes. Pour les parasites dans le sang,
trente cinq (35) échantillons d’ADN ont été¢ séquencés pour les genes Pf25 et Pf230. Nous
n’avons pas décelé de mutation parmi les parasites dans le sang. La Figure 19 présente a titre

d’exemple le profil de la séquence nucléotidique d’un échantillon pour le géne Pf25.

Nous avons €émis 1’hypothése qu’il peut exister des variantes rares de parasites qui ne seraient
pas détectées par PCR a partir des échantillons de sang car présentes en faible densité par
rapport au génotype majoritaire. Nous avons donc séquencé ces geénes depuis les parasites au
stade oocyste chez les moustiques. Pour 5 expériences ayant testé 1’efficacité du sérum anti-
Pfs25, nous avions isolé 495 oocystes d’une cinquantaine d’estomacs de moustiques infectés
issus du groupe test et du groupe contréle. L’ADN issu de ces 495 oocystes a été séquenceé
pour cet antigéne. Les résultats de I’ensemble de séquencage analysés n’ont révélé de
mutation ponctuelle. En somme, en dépit de la forte diversité génotypique des parasites, nous
n’avons pas décelé de polymorphisme pour les antigenes Pfs25 et Pfs230. Cette observation
confirme le faible polymorphisme connu pour ces antigenes (Shi et al. 1992 ; Williamson &
Kaslow 1993; Niederwieser et al. 2001; Manske et al. 2012 ), qui constitue un atout pour
I’efficacité des TBV les ciblant.

?3 293 303 313 323 3?3 3?3 3?3
TCTTGGATATGATATGGT TGTTTGT T TGET TGT CTTGTGGET CGGT

III.I-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TCTTGEGE I TGATATGGT TGITTGTATACC TGT TeT CITTGTGEGT CeaT

1 1 1 1 1 1
280 270 260 250 240 230

B
II!!! ! I!I II!III |II||||I|||||||||III||||||||||||II||||||||||||||||||

TGTTTGT T TGT TGT CTTGTGGT CGGT

11 241 251 261 a7l

)\)\/\f\/\,«\ i ot e oot

Figure 19 : profil de séquences nucléotidiques d’un fragment du géne Pf25.

Les deux séries de pics marqués en couleurs indiquent les signaux des bases le long du brin d’ADN et la
longueur des batons bleus située aux dessus traduit la qualité du signal. Ces pics sont traduits en nucléotides avec
leur position respective sur la s€quence.
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I1II Discussion

II1.1. Efficacité du sérum humain anti-Pfs25 sur des isolats naturels de P.

falciparum

Dans cette étude, nous avons démontré que le sérum de personne immunisée contre 1’antigéne
Pfs25 agit efficacement sur les isolats naturels de P. falciparum de deux facics
épidémiologiques différents (Thailande et Burkina Faso). En effet, nous avons observé une
réduction substantielle de plus de 80% de I’intensité de 1’infection (TRA) dans ces deux sites
(Bousema et al. 2013). Ces résultats similaires s’expliquent en partie par la standardisation du
protocole de part et d’autre, mais aussi par le fait que la concentration limitée d’anticorps
n’agit que sur une partie des parasites. Le méme sérum avait généré une réduction du nombre
d’oocystes comprise entre 68 et 83% sur la souche NF54 de P. falciparum (Wu et al. 2008) ;
des résultats qui sont conformes aux ndétres qui traduisent une fois de plus ’activité
fonctionnelle des anticorps issus de cet essai vaccinal. L’efficacité du sérum était
indépendante de la diversité génétique des isolats de parasites, avec une forte multiplicité
d’infection au Burkina Faso et une majorité de mono-infections en Thailande. Le gene Pf25
ne montrant pas de polymorphisme, on peut supposer que la diversité génétique n’affecte pas

’efficacité des anticorps, tant que la cible antigénique n’est pas variable.

En contraste, le blocage de la transmission par le sérum anti-P{s25 (TBA) s’est avéré limité
aussi bien au Burkina qu’en Thailande. Nous émettons 1’hypotheése que ceci est dii a la forte
intensité de 1’infection observée dans les expériences au sein des groupes contrdles. En effet,
nous avons observé une corrélation linéaire négative entre 1’intensité de 1’infection et le TBA,
or nous avons sélectionné des porteurs humains a forte densité de gamétocytes pour nos
expériences, engendrant ainsi des fortes intensités d’oocystes. Ces niveaux d’infection
pourraient étre probablement supérieurs aux niveaux d’infections naturels, en général moins
de 5 oocystes (Sinden 1999b). Ainsi, il est vraisemblable que le sérum serait plus efficace
dans des conditions ou I’intensité de I’infection serait moindre, comme chez les moustiques
naturellement infectés. Ces résultats suggerent I’importance cruciale d’intégrer 1’intensité de

I’infection du groupe controle dans les mesures de I’efficacité des candidats TBV.

Au cours de ces travaux, nous avons pu tester pour la premiere fois un sérum humain
immunisé pour Pfs25 sur des isolats naturels de P. falciparum, mimant ainsi, mieux que
jamais fait jusqu’a présent, I’efficacité d’un vaccin TBV ciblant cet antigeéne. L’efficacité de
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ce sérum, limitée en TBA a probablement été sous-estimée en étant testé dans des conditions
de fortes intensité d’infection. Néanmoins nos résultats donnent un nouvel élan au concept de

TBV qui, a un certain moment était confronté a un certain scepticisme (Hill 2011).

I11.2. Efficacité des anticorps issus de souris immunisées

II1.2.1. Vaccins a base de virus recombinant

Dans cette étude, 2 des 5 anticorps (anti-Pfs25 et anti-Pfs230) ont montré une grande
efficacité alors que les 3 autres (AgAPNI, Pfs48/45 natif et Pfs48/45 ngm) ont montré une
efficacité tres limitée vis-a-vis des isolats parasitaires de terrain. Ces résultats sont
comparables a ceux obtenus en infections expérimentales avec le systéme vectoriel du
laboratoire, P. falciparum NF54 — An. stephensi (Kapulu et al., soumis). Il avait été déja
mentionné dans des études précédentes que les vaccins utilisant les virus recombinants
comme vecteurs, pouvaient stimuler la réponse immunitaire (Draper et al. 2008; Draper et al.
2009; Goodman et al. 2010; Goodman et al. 2011). La grande immunogénicité des antigénes
exprimée chez les souris et I’efficacité de certains anticorps a bloquer la transmission
confirme que les virus recombinants comme vecteurs d’antigéne pourraient étre appropriés
pour I’établissement de molécules vaccinales. Aussi, des essais cliniques phase I utilisant ces
mémes virus recombinants ont montré qu’ils sont bien tolérés chez I’homme (Sheehy et al.

2011; Sheehy et al. 2012).

I11.2.2. Faible efficacité des anticorps anti-AgAPN]1 et anti-Pfs48/45

Les antigenes AgAPNI1, Pfs48/45-native Pfs48/45 nGm se sont montrés trés immunogenes
lorsqu’ils ont été administrés aux souris, générant une importante quantité d’anticorps
(Kapulu, et al., soumis). Pourtant, testés méme a forte concentration aussi bien sur les
parasites de laboratoire que sur les isolats naturels, les anticorps dérivant de ces antigénes ont
¢té d’un effet minime sur les parasites comparativement aux anticorps anti-Pfs25 et anti-
Pfs230. Cette faible efficacité peut étre due a une faible affinité fonctionnelle des anticorps

pouvant s’expliquer par plusieurs raisons.

Pour I’antigene AgAPNI1, nos résultats sont en contraste avec ceux publiés précédemment

(Dinglasan et al. 2007b; Mathias ef al. 2012). Les auteurs des études précédentes ont monté
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que les anticorps dirigés contre I’antigéne AgAPNI1 ¢étaient susceptibles de bloquer le
développement de P. berghei et P. falciparum. La divergence avec nos résultats pourrait
s’expliquer par les épitopes utilisés pour ’immunisation : nos expériences ont utilis¢é comme
antigene la protéine AgAPN1 quasiment enticre alors que les expériences menées par I’équipe
de Rhoel Dinglasan ont utilisé une partie plus restreinte de la protéine (Dinglasan et al. 2007a;
Dinglasan et al. 2007b). La protéine enti¢re a généré des anticorps spécifiques, mais pourtant
moins efficaces (Kapulu, et al., 2013). La différence d’efficacité selon la taille de 1’antigene,

pourrait étre due un accés différent de 1’épitope pour les anticorps.

Des deux variantes antigéniques Pfs48/45 ngin et Pfs48/45-natif, seuls les anticorps résultant
de 'immunisation par Pfs48/45-natif ont montré une réduction significative et bloquent a
100% la transmission pour un test en conditions de faible intensit¢ d’infection. En rappel,
Pfs48/45 ngim et Pfs48/45-natif différent par la présence du groupement glycosyl a 1I’extrémité
N-terminale de la protéine native (Pfs48/45-natif). Ainsi nos résultats mettent en évidence le
role de cette fonction glycosyl dans I’affinité des anticorps. D’autre part, la formulation d’un
vaccin a base de 1’antigéne Pfs48/45 a longtemps été une limite majeure. En effet, il était
difficiles d’exprimer la chaine peptidique enti¢re et obtenir sa maturation en conformation
antigénique (Kocken et al. 1993; Outchkourov et al. 2008). L’utilisation de virus
recombinants a permis de dépasser ces obstacles et fait de cette technique une avancée
majeure pour I’expression de candidats vaccins. Cependant, la faible efficacité des anticorps
malgré la bonne immunogénicité de P{s48/45, souligne la nécessité d’une amélioration dans
sa formulation. Le caractere polymorphe de cet antigene rapporté dans la littérature
(Niederwieser et al. 2001) pourrait constituer une barriere supplémentaire pour produire un

vaccin efficace sur la base de cet antigene.

I11.2.3. Pfs25 et Pfs230, deux candidats vaccins prometteurs

111.2.3.1. Efficacité des anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230

Les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont montré une capacité a bloquer le développement
des isolats sauvages de Plasmodium au sein de leurs vecteurs naturels. La conformité de ces
résultats a ceux observés par Melissa Kapulu sur les spécimens de laboratoire, confirme

I’efficacité des anticorps, et soutient la qualité de ces antigeénes en tant que candidats vaccins

prometteurs (Carter 2001; Eksi et al. 2006; Saul 2007, 2008; Sinden 2010a). Nous avons
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démontré en conditions semi-naturelles que ces candidats vaccins agissent efficacement sur
les parasites sauvages. Ceci confirme des résultats obtenus au Cameroun pour Pfs25 (Mulder
et al. 1996). En intégrant les variables d’intensité de I’infection et titre d’anticorps dans
I’évaluation, les deux anticorps présentent des différences vis-a-vis de leur efficacité. A
concentration égale et pour une méme intensité d’infection, les anticorps anti-Pfs230 sont plus
efficaces que les anticorps anti-Pfs25. Autrement dit, pour obtenir un blocage total d’une
intensité d’infection donnée, le titre nécessaire d’anticorps anti-Pfs25 est plus élevé que pour
les anticorps anti-Pfs230. Plusieurs hypothéses pourraient concourir a expliquer cette
différence d’efficacité. En rappel les protéines antigéniques Pfs230 s’expriment chez les
gameétes 30 minutes apres le repas sanguin du moustique et Pfs25 24 heures plus tard chez les
oocinétes. L’apparition précoce des protéines Pfs230 pourrait favoriser leur accessibilité par
les anticorps anti-Pfs230 toujours plus actifs dans le bol alimentaire de moustique
comparativement aux anticorps anti-Pfs25 dont I’activité peut étre atteinte avant la formation
des oocinétes. D’autres parametres tels que 1’affinité des anticorps, leur mode d’action, le
nombre de parasites ciblés sont des causes probables de la différence d’efficacité entre ces 2
candidats TBV. Des travaux en cours nous permettront d’apporter des ¢léments de réponses a

cette observation.

111.2.3.2. Nécessité d 'un modele pour évaluer [’efficacité des candidats vaccins

Dans notre étude, nous avons démontré d’une part que I’efficacité des candidats vaccins est
négativement corrélée a I’intensité de 1’infection dans le groupe contrdle. D’autre part, nous
avons aussi mis en évidence une relation efficacité dose dépendante du titre d’anticorps. A
I’issue de ces observations, nous avons fait une analyse graphique simple (intégrant les trois
parametres : intensité de I’infection, concentration en anticorps et efficacité) pour représenter
les résultats obtenus pour les deux candidats vaccins Pfs25 et Pfs230. Cette synthese
graphique est une version simplifiée d’un modele mathématique en cours de réalisation, en
collaboration avec de I’Imperial College London, afin de parvenir a un outil performant pour

évaluer ’efficacité des candidats vaccins.

En effet, les humains sont d’une part naturellement porteurs de densités variables de
gamétocytes occasionnant différentes intensités d’infection chez les moustiques. D’autre part,
pour une méme dose d’antigene administrée a un groupe d’individus, il en résultera diverses

réponses immunitaires engendrant des doses variées d’anticorps, liées a leur sensibilité aux
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antigénes. Le modele envisagé tient compte de ces différentes combinaisons naturelles et

présente plusieurs avantages :

- il pourra servir de matrice de comparaison de 1’efficacité d’un ou de plusieurs candidats
vaccins testés dans un ou plusieurs laboratoires différents. Par notre modeéle simplifié par

exemple, Pfs230 apparait plus efficace que Pfs25 (Fig.18).

- il servira également a estimer la dose d’anticorps nécessaire pour bloquer totalement la
transmission pour une intensité d’infection donnée, donc pour un profil de transmission dans

une région donnée.

Conclusion 1

Le sérum humain anti-Pfs25 qui s’était averé efficace sur les souches de laboratoire agit
efficacement sur les isolats naturels de Plasmodium indépendamment de leur profil génétique,
au sein des vecteurs naturels. Cette observation confirme la qualité de ce candidat vaccin
leader, leve les scepticismes autour de [’efficacité des candidats vaccins en conditions
naturelles et renforce davantage le concept de TBV. Des cing anticorps de souris testés, deux
(anti-Pfs25 et anti-Pfs230) se sont avérés efficaces en conditions expérimentales semi-
naturelles. L’immunisation par les virus recombinants s’avere donc étre une alternative
innovante dans la formulation des candidats TBV. Les efficacités respectives des candidats
vaccins Pfs25 et Pfs230 se sont avérées dépendantes de la concentration de [’anticorps et du
niveau de l’infection. Cette observation met en lumiere le besoin de modéliser la relation
entre les 3 parameétres, intensité de l’infection, titre d’anticorps et efficacité, afin dévaluer
avec plus de certitudes les différents candidats TBV. Pour y arriver, il est important de définir
clairement au préalable la relation entre la dose infectante, [’intensité de [’infection et

efficacité des TBV, un sujet qui constitue [’essentiel de notre chapitre 2.

Les résultats décrits dans ce chapitre ont été valorisés dans un article (Da et al. 2013b) publié
dans le journal “Infection and Immunity” et un autre (Kapulu et a/,.), soumis dans le journal *

Science Translational Medicine” (voir annexe 5).
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Chapitre 4 : Relations entre la densité en gamétocytes, le succes de
I’infection chez le moustique et I’efficacité des candidats TBV

Introduction

Au cours du Chapitre 1, nous avons testé différents candidats TBV, de différentes origines et
agissant a différents stades de développement du parasite dans le moustique. Les résultats
pour tous les candidats montrant une efficacit¢ non nulle, suggérent que, pour un titre
d’anticorps donné, I’efficacité de la TBV sur la proportion de moustiques infectés (TBA)
diminue quand la charge parasitaire augmente. La charge parasitaire a été mesurée par le
nombre moyen d’oocystes dans les estomacs des moustiques contrdles (non soumis a 1’action
du candidat TBV). Cette observation peut avoir des répercussions importantes sur 1’évaluation
des candidats TBV. En effet, on comprend que selon la charge parasitaire a laquelle sont
soumis les moustiques, on considérera un candidat vaccin comme plus ou moins efficace.
Pour cette raison nous nous sommes intéressés aux parametres qui influencent la charge

parasitaire chez les moustiques et les conséquences sur 1’évaluation des TBV.

Un des principaux facteurs susceptibles d’influencer le succes de I’infection chez les vecteurs
est la quantité de parasites infectieux ingérés par le moustique au cours de son repas sanguin,
étroitement associée a la densité de gamétocytes de I’hote. De nombreux travaux ont tenté
d’établir une relation entre les densités de gamétocytes chez I’hote vertébré et les différents
stades de développement pour le systéme P. berghei — An. stephensi (Sinden et al. 2007a;
Poudel et al. 2008) ainsi que pour le systeme P. falciparum - An. gambiae (Gouagna et al.
1999; Boudin et al. 2004). Cependant, plusieurs facteurs rendent cette relation complexe si
bien qu’elle reste aujourd’hui mal établie (Blagborough ef al. 2013). Par exemple, la
gamétocytémie telle qu’estimée par la microscopie implique des imprécisions qui faussent la
comparaison de gamétocytémies entre hdtes (Dowling & Shute 1966). En effet, les
gamétocytémies sont estimées sur la base du nombre d’hématies ou de leucocytes de I’hote, or
ces parametres hématologiques sont trés variables d’un individu a l'autre (McKenzie &
Bossert 2005a; McKenzie et al. 2005b). En plus de cette incertitude dans 1’estimation de la
gamétocytémie, d’autres facteurs varient d’un isolat de parasites a 1’autre. Il peut s’agir de la
maturit¢ des gamétocytes, le sexe ratio, certains facteurs génétiques et la multiplicité de

I’infection (Mitri et al. 2009 ; Harris et al. 2010; Nsango et al. 2012) ; ces facteurs viennent
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compliquer davantage 1’établissement de la relation entre densité de gamétocytes et succes de
I’infection. Ainsi, les relations ¢laborées sur la base des gamétocytémies estimées de plusieurs

patients s’averent peu précises.

Déterminer la relation entre la charge parasitaire infectieuse ingérée par les moustiques et le
succes de I'infection chez le moustique permettrait d’évaluer I’efficacité des vaccins bloquant
la transmission dans des conditions expérimentales controlées et permettrait d’établir la
relation entre intensité de I’infection et efficacité de I’intervention. Sur le plan technique, une
stratégie pour contrdler la variabilité entre isolats de parasites est de diluer les gamétocytes
d’un isolat donné en vue d’évaluer avec précision la relation entre densité gamétocytaire et

infectivité.

Dans la perspective de I'utilisation de TBV pour lutter contre le paludisme, plusieurs
systtmes biologiques artificiels comme naturels ont été utilisés pour appréhender les
différents aspects de la transmission. Le systéme artificiel, P. berghei — An. stephensi, a été
largement utilis¢é dans de nombreux travaux de laboratoire (Tirawanchai et al. 1991;
Ramjanee et al. 2007; Mlambo & Kumar 2008a) pour ces multiples avantages: il est
particuliérement robuste pour les expérimentations au laboratoire et facilite la réalisation de
certaines expériences techniquement ou éthiquement impossibles avec le systéme naturel.
Toutefois, 1’extrapolation des résultats sur le systéme naturel ne doit se faire qu’avec
précaution en raison des différences profondes entre les deux systemes (Boete 2005; Cohuet
et al. 2006; Dong et al. 2006). En particulier, la densité de I’infection chez les hotes vertébrés
différe fortement entre les systemes naturels et artificiels, le parasite murin donnant des
charges parasitaires tres €levées. Ainsi, bien que 'utilité du systéme artificiel soit évidente
pour certaines phases d’expérimentation sur les molécules anti-Plasmodium, les résultats ne
permettent pas une extrapolation directe au systeme naturel. Dans ce chapitre nous cherchons
a établir la relation entre densité gamétocytaire chez I’hote vertébré et succes de I'infection
chez le moustique dans le systéme naturel P. falciparum-An. coluzzii et dans le systeéme P.
berghei-An. stephensi. Nous cherchons ensuite a définir les conséquences de cette relation
lors de I’évaluation des candidats TBV. Nous avons donc dans un premier temps effectué des
dilutions de P. falciparum et P. berghei et mesuré l’infectivité des différentes charges
gamétocytaires chez les moustiques exposés. Dans le systeéme P. berghei-An. stephensi, nous
avons pu combiner ces dilutions avec 1’estimation de 1’efficacité d’un anticorps bloquant la

transmission, homologue de Pfs25 chez le parasite de la souris, Pbs21. Enfin, un modele
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combinant diverses infections expérimentales et mesures de TBV a ét¢ établi afin d’estimer la

relation entre intensité de 1’infection et efficacité des TBV.

1. Matériel et méthodes

I.1. Expériences avec le systéme naturel : P. falciparum — An. coluzzii

Pour déterminer I’impact de la charge gamétocytaire du porteur humain sur le développement
sporogonique du parasite, nous avons effectué une dilution du sang infecté suivant différentes
¢tapes résumées en figure 20. Chez un porteur de gamétocytes consentant, un volume
d’environ 10 ml de sang veineux a été prélevé dans des tubes héparinés. Aprés une
centrifugation pendant 3 minutes a 3000 r.p.m., le plasma sanguin a été retiré et substitué par
le méme volume de plasma d’un donneur européen non immun de groupe sanguin AB
(Mulder ef al. 1994). Apres avoir été mélangg, le sang a été réparti dans deux tubes différents.
Le premier tube de sang a été conservé au bain marie a 37°C (sang infectieux) et le contenu
du second tube a été aliquoté dans des tubes de type Eppendorf 1.5 ml puis chauffé a 43°C
pendant 15 minutes pour inactiver les gamétocytes sans affecter les propriétés hématologiques
du sang qui pourraient avoir un impact sur le moustique (sang inactivé) (Sangare et al. 2013).
Les gamétocytes ayant subi ce traitement sont incapables de poursuivre 1’infection (Mendes ef
al. 2008; Mendes et al. 2011). Ce sang inactivé a été utilis€ comme solvant pour diluer la
densité gamétocytaire du sang infectieux pour obtenir des densités gamétocytaires relatives
connues. Ainsi, tous les paramétres hématologiques (taux d’hémoglobine, hématocrite, taux
leucocytaire) ont été maintenus constants, excepté la densité de gamétocytes infectieux qui
variait suivant les facteurs de dilution. Ces solutions sanguines finales ont été utilisées pour
gorger des femelles d’An. coluzzii de 3 a 4 jours, maintenues a jeun pendant les 24 heures
précédentes. Apres une trentaine de minutes de repas sanguin, les moustiques non gorgés ont
été retirés et les autres ont été maintenus dans les conditions d’insectarium (28°C +2, 80%
+05 RH), nourris au glucose 10% jusqu’au jour 7 post-infection pour la dissection et le

comptage des oocystes.
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Figure 20: Description schématique d’une infection expérimentale avec dilution de gamétocytes

1.2. Expériences avec le systeme P. berghei — An. stephensi

1.2.1. Infection des souris et production des gamétocytes

Ces travaux ont été réalisés a « Imperial College of Londres » et ont utilisé¢ la souche P.
berghei ANKA 2.34 pour infecter des femelles An. stephensi (SDA 500). Les hotes vertébrés
¢taient des souris de type Tuck Ordinary « TO » agées de 4 a 8 semaines (Fig.21). Afin
d’optimiser la production de gamétocytes, une hyper-réticulocytose a été provoquée chez les
souris en injectant a chacune, un volume de 200ul de phenylhydrazine (PH; 6mg/ml dans du
PBS) trois jours avant I’infection (Blagborough & Sinden 2009). Le phenylhydrazine entraine
une hémolyse chez les souris et induit ainsi une production importante de nouvelles hématies
dans les jours suivants, une condition favorable pour la gamétocytogénese. Trois jours apres
le traitement au phenylhydrazine, 100 pl de sang parasité par P. berghei provenant d’une
souris infectée ont été injectés par voie intra-péritonéale a ces souris. Trois jours aprés cette
inoculation, un test d’exflagellation a été effectué pour confirmer 1’infection plasmodiale et la
maturité des gamétocytes (Blagborough & Sinden 2009). L’opération a consisté a recueillir
quelques gouttes de sang de la queue de chaque souris infectée et a les mélanger avec un

milieu d’exflagellation. Dix minutes plus tard, la préparation a ét¢ observée au microscope a
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contraste de phase (x40), et la maturité fonctionnelle des gamétocytes males a été confirmée
par les mouvements des flagelles des microgamétocytes. Apres cette vérification, le sang des
souris a été collecté par ponction cardiaque (environ 1,5 ml de sang par souris). Parallélement,
d’autres souris non infectées ont été ¢levées dans les mémes conditions nutritionnelles que
celles ayant été infectées, dans le but d’utiliser leur sang comme solvant pour la dilution des
gamétocytes. Ainsi, le sang de souris non infectées a été d’abord collecté et rassemblé dans un
tube contenant de I’héparine, puis le sang des souris infectées (sang infectieux) a été recueilli

dans un autre tube, le premier servant a diluer le second
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Figure 21: Description schématique de I’infection des souris pour produire les gamétocytes
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1.2.2. Infection expérimentale des moustiques

1.2.2. 1. Dilution de la densité de gamétocytes

La dilution visait a étudier deux relations: I'impact de la gamétocytémie sur le
développement sporogonique du P. berghei et sur I’efficacité d’un anticorps monoclonal 13.1
(Ac.m 13.1) dirigé contre I’antigene Pb21 de P. berghei (Tirawanchai et al. 1991; Yoshida et
al. 1999). Ainsi différentes concentrations de gamétocytes ont €té utilisées pour infecter des
moustiques, en présence ou 1’absence de I’anticorps bloquant la transmission. Un anticorps
non spécifique a P. berghei, UPC10 (Sigma Aldrich) a été utilisé comme contrdle négatif. Sa
neutralité sur P. berghei avait été précédemment démontrée (Ramjanee et al. 2007). Ainsi, en
plus du réle de controle négatif pour le test d’efficacit¢ de blocage de la transmission par
Ac.m 13.1 que jouait ce groupe expérimental, il servait également a mesurer I’impact de la

densité de gamétocytes sur le développement sporogonique.

Sur le plan pratique, les fortes densités de gamétocytes produites chez les souris ont été
diluées en cascade avec le sang non infecté, afin d’obtenir une série de gamétocytémies de
densités relatives connues et précises (les erreurs d’estimation de la densité en gamétocytes ne
portant que sur 1’échantillon non dilu¢). Le tableau VI présente les compositions des solutions
sanguines préparées pour un volume total de 500ul. Des volumes calculés d’anticorps sur la
base de leur concentration initiale ont ét¢ d’abord meélangés dans du PBS 1X pour obtenir
100ul dans des tubes Eppendorf sur un thermo-mixer maintenus a 37°C. Les volumes
appropriés de sang non infecté de souris ont été ensuite ajoutés aux mélanges précédents.
Enfin, nous avons complété les préparations avec les volumes correspondants de sang
infectieux. A la fin du processus, 5 aliquotes de sang avec différentes densités gamétocytaires
et 25pg/ml d’anticorps ont été obtenus. La densité gamétocytaire de chaque dilution a été

déduite de la gamétocytémie initiale mesurée et du facteur de dilution appliqué.
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Tableau VI: Récapitulatif de la procédure de dilution de gamétocytes
(Concentration des solutions stocks : Ac.m 13.1 =25 mg/ml ; UPC10 = 50 mg/ml)

PBS 1X Anticorps stock Sang non infecté  Sang infect¢é  volume total % de gamétocytes

(en pul) (en pul) (en pul) (en ul) (en pul) (par rapport au sang initial)
75 25 0 400 500 100%
75 25 100 300 500 75%
- 75 25 200 200 500 50%
- 75 25 300 100 500 25%
75 25 360 40 500 10%
87,5 12,5 0 400 500 100%
= 87,5 12,5 100 300 500 75%
; 87,5 12,5 200 200 500 50%
% 87,5 12,5 300 100 500 25%
87,5 12,5 360 40 500 10%

1.2.2. 2. Gorgement des moustiques

Les échantillons de sang infectés (préparation décrite dans le tableau VI) ont servi a gorger les
femelles An. stephensi maintenues a jeun pendant les 24 heures précédentes. Apres 30
minutes de repas sanguin, les gobelets de moustiques ont été retirés et maintenus dans des
enceintes climatiques a 19-22°C, 50-80 % HR (Humidité relative). Vingt quatre heures plus
tard, tous les moustiques ont été immobilisé€s sur de la glace pour retirer les non-gorgés et les
moustiques gorgés ont été replacés dans des enceintes climatiques et nourris au fructose 8 %

jusqu’au jour de la dissection.

Ces expériences de dilutions ont montré des résultats inattendus. Pour répondre a de nouvelles
questions, des expériences supplémentaires ont été réalisées utilisant P. berghei c1507 GFP
(Green fluorescent parasite). Cette souche de parasites fluorescents, permet de détecter et de
compter les oocinétes sur les estomacs des moustiques 24 heures apres le repas sanguin
(Ramjanee et al. 2007). Pour cette derniere partie, une simple dilution de la densité de
gamétocytes (sans anticorps) a été effectuée, et les mémes souches de moustiques ont été

soumises au repas de sang sur les dilutions de gamétocytes.

1.2.2. 3. Dissection des estomacs et comptage des parasites
Onze a treize jours apres le repas sanguin, les moustiques ont ét¢ disséqués dans du PBS (1X)

pour le comptage des oocystes. Pour observer le stade oocinéte des parasites fluorescents, les
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moustiques ont ét¢ disséqués 24 heures apres le repas sanguin et les estomacs collectés dans
des puits de plaques contenant du PBS 1X. Ces estomacs ont ensuite ét¢ immergés pendant 45
minutes dans une solution fixatrice, le para-formaldéhyde 4% (PFA) afin de maintenir les
oocinétes sur le tissu du moustique. Apres cette phase d’incubation, les estomacs ont été
rincés trois fois dans du PBS 1X. Ils ont par la suite été montés entre lame et lamelle, dans
une goutte de solution fluorescente «VectaShield Mounting Medium» contenant du 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI). Le montage a été stabilisé avec du vernis a ongles, et les
oocinétes ont été compté a 1’aide d’un microscope a fluorescence Leica DMR au

grossissement x63.

II. Résultats

I1.1. Systéme naturel : P. falciparum - An. coluzzii

I.1.1. Résultats globaux

Notre objectif était d’évaluer I’impact de la densité gamétocytaire sur la transmission homme
— moustique pour le systeme naturel P. falciparum - An. gambiae. La prospection dans les
villages a permis de détecter une gamme variée de densités de gamétocytes dans la population
humaine, allant de 8 & 9520 gamétocytes /ul de sang. Six individus infectés et conformes aux
criteres d’inclusion, ont été sélectionnés pour les infections expérimentales de moustiques
avec dilution de gamétocytes. Au total 1636 femelles d’An. coluzzii ont été disséquées 7 jours
apres 1’infection pour la détection et le comptage des oocystes. Le premier fait marquant a été
I’aspect treés diversifié de I’état d’infection des estomacs, en I’occurrence le fait que certains
estomacs ¢étaient tres fortement infectés (Fig.22). La densité exceptionnelle de 9520
gamétocytes/pul observée chez un patient a généré des infections chez les moustiques par des
nombres d’oocystes jusque la non reportés dans la littérature pour P. falciparum (Fig. 22B).
En exemple sur un des estomacs infectés il a été dénombré environ 4000 oocystes. Par
ailleurs, certains moustiques bloquent la formation des oocystes en encapsulant partiellement
ou totalement les oocinetes (Fig. 22C, D). Pour I’ensemble des expériences réalisées
I’infectivité des moustiques a été évaluée a ’aide de deux indicateurs : la prévalence de
moustiques infectés, et I’intensité de I’infection mesurée comme étant le nombre moyen
d’oocystes trouvés chez les moustiques exposés. Le tableau VII présente une synthése de
I’ensemble des résultats.
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Figure 22 : Photos illustratives de 1’état d’infection des estomacs d’An. coluzzii.

Une semaine apres le gorgement des moustiques sur du sang infecté de personnes, leurs estomacs ont été
disséqués pour la detection des oocystes. Ces photos d’estomacs indiquent certains aspects qualitatifs et
quantitatifs des oocystes : Les cercles rouges sont des oocystes viables et les points noirs sont les oocinétes
melanisés (non viables). Il en resulte plusieurs cas: (A) des estomacs non-infectés, (B) des estomacs hyper-
infectés, (C) une totale melanisation des oocystes et (D) une mélanisation partielle.
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Tableau VII : Récapitulatifs des infections P. falciparum -An. coluzzii

STADE SANGUIN STADE OOCYSTE
Facteur de DP DG Prévalence Intensité
dilution (/ul de sang) (/ul de sang) (Infectés/Disséqués)  (moy. d’oocystes £SEM)
100% 00 2,400 86,30 (63/73) 227,90+27,5
Expérience 1 50% 00 1,200 86,11 (62/72) 140,30+23,02
10% 00 240 89,86 (62/69) 21,84:04,23
1% 00 24 31,51 (23/73) 02,35+00,33
100% 320 640 80,95 (51/63) 183,30+23,03
Expérience 2 50% 160 320 68,12 (47/69) 42,17+06,10
10% 32 64 55,77 (29/52) 03,93+00,49
1% 3,2 6,4 02,04 (01/49) 01,00+00,00
100% 11,520 9,520 93,33 (43/45) 1235,0+150,3
75% 8,640 4,144 8667 (39/45) 859,00+116,2
Expéri 3 50% 5,760 4,760 93,33 (43/45) 670,00+75,60
Xperience 25% 2,880 2,384 86,67 (39/45) 183,40424,02
10% 1,152 952 82,22 (37/45) 79,73+£12,77
1% 115,2 96 44,44 (20/45) 04,30+00,74
100% 1,360 600 99,00 (100/101) 292,7+14,25
50% 680 300 100,00 (50/50) 124,9+08,05
Expérience 4 25% 340 150 94,20 (65/69) 33,46+02,65
12,5% 170 75 88,33 (53/60) 11,64+01,06
6,25% 85 37,5 76,67 (46/60) 03,35+00,33
3,12% 42,5 18,75 34,72 (25/72) 01,3200,11
100% 00 120 80,39 (41/51) 18,93+02,23
50% 00 60 74,55 (41,55) 06,39+00,78
Expérience 5 25% 00 30 57,45 (24/47) 02,93+00,36
12,5% 00 15 33,33 (18/54) 02,06+00,30
6,25% 00 8,5 07,41 (04/54) 01,25+00,25
100% 00 80 88,23 (45/51) 06,52+00,66
Expérience 6 50% 00 40 56,00 (14/25) 03,86+00,71
P 25% 00 20 33,33 (12/36) 02,4200,43
12,5% 00 10 11,76 (4/34) 01,25+00,25
6,25% 00 5 03,70 (1/27) 01,00+00,00

DP = Densité parasitaire (stades asexués), DG = Densité de gamétocytes Moy. = moyenne arithmétique, SEM =

erreur standard sur la moyenne

I.1.2. L’infectivité de P. falciparum chez An. coluzzii est positivement corrélée a la
densité gamétocytaire chez les humains.

Un modele linéaire généralisé (GLM) mixte a été effectué¢ afin de mesurer la relation entre la
gamétocytémie et infectivité de P. falciparum chez An. coluzzii, (Churcher et al. 2012). Une
présentation graphique de la distribution des oocystes a montré une relation positive entre la
densité¢ de gamétocytes et I’infectivité (Fig.23A). En conséquence, il apparait d’'une manicre
générale, une simple relation linéaire entre la gamétocytémie calculée et l’intensité de
I’infection (Fig.23B). L’adéquation au mode¢le linéaire est meilleure quand on analyse par

série de dilution (p value <10®). Ceci confirme que comparer l’infectivité issue des
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¢chantillons dilués limite les variations d’infectivité entre isolats de parasites. En termes de

prévalence de l’infection, il a été observé une relation en sigmoide suivant la densité

gamétocytaire, pour I’ensemble des expériences (Fig.23C).

En somme, infectivité de P. falciparum au sein de son vecteur naturel An. coluzzi est

positivement corrélée a la gamétocytémie observée chez les porteurs humains, aussi bien en

termes de prévalence que d’intensité de 1’infection.

w2
2
z.
<9
(=3
=]

= 1024
E
g
=]
z

256+

64+

16

4A

5000

500

504

Moyenne d'oocystes par moustique

0.5+

11

N

m_F+%m#

R

Coodhe o

.

.

.
oo
eee eoe

oo eoe

-+

e — ¢

S

.0
[
.
0 [0
.
. o
o e e
sel o0 o
CH o
ve
) .
.
.
ol

o0, ©
DO
-

D
.o
0

o0 ooy
o

.
o o,
oo
oo
.
IR YY)
oo
0o o
° e
o o
o
o o oo
oo e
0% o o* &0
.
.
.
0

*e

se oo

.
0

0
og s o0 s

oo .
eee .

e o0 o

oo . oo .

T * T T * T

T -

O S
S N> N
Q° © ,»bt

Gamétocytemie classées par expériences et par ordre de dilution

T

5

T T T T T
20 80 320 1280 5120

Densité de gamétocytes /ul de sang

—
3 s
S =3
1 T

% de moustiques infectés
=
2
T

20

T T T T T
20 80 320 1280 5120

Densité de gamétocytes /pl de sang

Figure 23 : Relation entre la densité de gamétocytes chez ’homme et leur infectivité chez le moustique.

Les points de mémes couleurs désignent les valeurs du paramétre mesuré pour une méme expérience (série de
dilutions). (B) et (C) indiquent respectivement la prévalence et de I’intensité de I’infection en fonction de la
gamétocytémie. Une échelle logarithmique a été utilisée a cause de I’écart considérable entres valeur des

différentes mesurés :

cette échelle ne présentant que seulement les moustiques infectés. Les barres d’erreur

associées a chaque point représentent 1’intervalle de confiance estimé a 95% (1C95%).
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I1.2. Systéme de laboratoire : P. berghei - An. stephensi

I1.2.1 Résultats généraux

Afin d’évaluer I'impact de la densité gamétocytaire sur le développement sporogonique pour
ce systeme de laboratoire, 4 réplicats ont été effectués utilisant chacun un recueil de parasites
différent, mais provenant tous de la souche parasitaire (P. berghei, ANKA 2.34). Pour chaque
réplicat, 5 facteurs de dilution ont été réalisés a partir du sang collecté chez des souris
infectées. Les densités gamétocytaires initiales utilisées pour la dilution a ét¢ de 689.700 a
1.229.756 gamétocytes /ul. Un effectif de 783 An. stephensi a été disséqué 13 jours apres le
gorgement pour I’ensemble des expériences réalisées sur ce systeme. Pour chaque groupe
expérimental, Dinfectivité des moustiques a ¢été ¢valuée sur la base des deux
indicateurs d’appréciation de I’infectivité : la prévalence et ’intensit¢ de I’infection. Le

tableau VIII présente la synthése de 1’ensemble des résultats.

Tableau VIII : Récapitulatif des infections P. berghei-An. stephensi.

STADE SANGUIN STADE OOCYSTE
Facteur de Parasitémie Gamétocytémie Prévalence Intensité
dilution (/ul de sang) (/ul de sang) % (n/N) (Moy. d’oocystes £SEM)
100% 3.477.760 689.700 82,35 (14/17) 70,08 +£21,30
75% 2.608.320 509.124 66,67 (08/12) 90,63 +34,07
Expérience 1 50% 1.738.880 345.268 89,29 (25/28) 70,04 +18,48
25% 869.440 168.872 95,00 (19/20) 196,30 +31,44
10% 347.776 69.388 100,0 (16/16) 206,10 +41,03
100% 2.692.756 1.069.244 58,33 (21/36) 33,71 +£12,62
75% 2.019.776 802.560 60,00 (15/25) 17,93 +06,14
, . 50% 1.346.796 535.040 56,82 (25/44) 16,80 +04,36
Expérience 2 25% 672.980 267520 71,70 (33/46) 22,00 204,28
10% 269.192 102.828 97,14 (34/35) 129,00 +21,69
100% 2.355.012 1.229.756 09,25 (05/54) 02,00 +00,77
75% 1.766.468 922.108 10,53 (04/38) 02,75 01,75
Expérience 3 50% 1.178.760 614.460 42,11 (24/57) 28,57 +08,57
25% 588.544 307.648 90,00 (54/60) 179,90 +25,65
10% 235.752 122.892 98,33 (59/60) 159,50 19,12
100% 2.705.296 1.110.208 16,13 (05/31) 01,40 +£00,24
Expérience 4 50% 1.352.648 55.5104 61,70 (29/47) 23,52 +05,70
10% 273.372 111.188 10,00 (60/60) 327,60 24,69
5% 141.284 55.176 95,00 (38/40) 97,29+17,12
2% 54.340 22.572 94,74 (54/57) 56,06 09,09

n = nombre de moustiques infectés N = nombre de moustiques disséqués ; Moy. = moyenne arithmétique, SEM

= erreur standard sur la moyenne
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I1.2.2. Les fortes infections parasitaires des souris, un obstacle au développement
sporogonique de P. berghei chez An. stephensi

Un modgle linéaire généralisé (GLM) mixte a été effectué¢ afin de mesurer la relation entre la
densité¢ de I'infection au stade sanguin et I’infectivité des gamétocytes chez les moustiques
(Churcher et al. 2012). En rappel, le sang infecté des souris a été dilué¢ avec du sang non
infecté dans le processus expérimental.

Nous avons observé une tres forte infection des moustiques nourris sur le sang ayant les plus
fort facteurs de dilution en termes de prévalence et d’intensité d’oocystes, par rapport aux
moustiques gorgés sur le sang infect¢ non dilué. Considérant les densités gamétocytaires
calculées a partir des facteurs de dilutions, 1’analyse a révélé une relation négative entre la
gamétocytémie et la prévalence de I’infection. Les moustiques sont en quasi-totalité¢ infectés
lorsqu’ils sont exposés aux plus faibles gamétocytémies testées (95+1.52% entre 27.572 a
125.000 gamétocytes/ul de sang). La prévalence d’infection décroit au dela des
gamétocytémies supérieures a 125.000 gamétocytes/ul, et atteint presque 0% pour de
1.200.000 gamétocytes/ul (Fig.24A). Le modele montre une meilleure adéquation quand on
analyse infection par infection (p value < 10™) suggérant donc une variation entre séries de
dilutions. L’intensité de I’infection varie en deux phases suivant la densité de gamétocytes :
une relation positive de 27.572 a 125.000 gamétocytes/pul suivie d’une relation négative au-

dela de 125.000 gamétocytes/ul. (Fig.24 B).
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Figure 24: Relation entre la gamétocytémie de P. berghei WT chez la souris et I’infectivité chez An. stephensi
Dans les 2 graphes, chaque série de points de méme couleur représente les valeurs du paramétre calculées pour
une méme expérience avec différentes gamétocytémies (une série de dilution a partir d’'un méme sang). (A)
indique la prévalence de I’infection i.e. le pourcentage de moustiques infectés (avec 1’intervalle de confiance
95%) en fonction de la densité de gamétocytes ; (B) présente 1’intensité de I’infection i.e. la moyenne d’oocystes
(avec intervalle de confiance a 95%) en fonction de la gamétocytémie.
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De I’analyse des indicateurs d’infectivité, deux faits majeurs ont été révélés : Une relation

positive suivi d’une relation négative entre densité de ’infection en gamétocytes au stade
sanguin et infectivité chez les moustiques Si la premicre relation semble logique, la relation
négative au dela d’un seuil de densité était inattendue. Elle suggere un effet d’inhibition du
développement du parasite. Cette observation a suscité¢ plusieurs interrogations pertinentes :

(i) Ouels sont les facteurs responsables de cette inhibition et comment agissent-ils ? (ii) A

quel stade du développement parasitaire cette inhibition a-t-elle eu lieu ?

11.2.3. L’environnement biochimique est la principale cause de I’inhibition

Pour répondre a la question « Quels sont les paramétres responsables de I’inhibition et

comment agissent-ils », deux hypothéses ont été formulées.

» La premicre stipule que I'utilisation du sang non infect¢é comme solvant modifie la

composition biochimique initiale du sang infecté, la rendant favorable au développement

sporogonique pour les fortes dilutions.

» La deuxiéme hypothése, évoque une obstruction mécanique dans le bol alimentaire chez le

moustique due aux fortes charges parasitaires, empéchant la mobilité des microgamétes

pour la réalisation de la fécondation.
Afin de tester ces hypothéses, une expérience a été réalisée en effectuant deux dilutions de
gamétocytes en paralléle : la premiere utilisant du sang non infecté comme solvant, et pour la
seconde les gamétocytes du méme sang infecté ont été inactivés par chauffage a 43°C pendant
15 minutes (Sangare et al. 2013). Ces deux types de sang non infectieux ont été utilisés en
paralléle comme solvant du sang infectieux. En utilisant le sang chauffé¢ comme diluant,
toutes les propriétés biochimiques et hématologiques du sang initial ont ét¢ maintenues dans
les différentes dilutions, ne laissant varier que la densité des gamétocytes viables. Puis, les
moustiques gorgés sur ces différentes dilutions ont été disséqués 13 jours plus tard pour le
comptage des oocystes.
Pour les mémes facteurs de dilution (gamétocytémie égale), I’analyse a révélé une infectivité
plus importante dans les groupes de moustiques nourris au sang dilué avec le sang non infecté
comparativement a ceux gorgés sur les dilutions effectuées avec du sang infecté chaufté
(Fig.25). Cette différence est d’autant plus importante lorsque que les facteurs de dilution sont
importants. Ainsi I’infectivité est peu affectée par la dilution pour les moustiques nourris sur

le sang dilué par le sang non infecté, ces résultats sont conformes avec les observations
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antérieures pour la méme fenétre de gamétocytémies. En revanche, I’infectivité¢ des
gamétocytes augmente avec la charge en gamétocytes infectieux (donc est inversement
corrélée avec le facteur de dilution) lorsque la dilution est faite avec un sang infecté chauffé
(Fig. 25). De ces observations, nous déduisons que 1’augmentation de 1’infectivité avec la
dilution utilisant du sang non infecté est la conséquence de la dilution de toxines dans le sang
infecté. En effet le sang non infecté, utilisé pour la dilution, pourrait contribuer a modifier la

composition biochimique initiale du sang infecté. Il est fort probable qu’il existait des

substances toxiques dans le sang infecté et que ces toxines atteignaient une dose létale pour le
parasite. La concentration en toxine serait réduite par la dilution rendant le milieu favorable
au développement du parasite. Une autre interprétation possible est que 1’ajout du sang non
infecté pourrait constituer également un apport de nutriments, plus abondants dans le sang

dilué par rapport au sang infecté initial.
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Figure 25 : Relation entre infectivité des gamétocytes dilués utilisant du sang infecté chauffé ou non infecté
comme diluant. Du sang collecté de souris infectées par P. berghei au stade gamétocyte a été dilué en paralléle
aux mémes facteurs. Des lots de moustiques ont gorgés sur ces deux séries de dilution, et disséqués 7 jours apres
pour comptage des oocystes. L’infectivité des gamétocytes est présenté en termes de prévalence de 1’infection
(A) et d’intensité d’oocystes (B) en fonction des gamétocytémies calculées. Chaque symbole (ronds ou triangles)
représente un isolat de parasite. Les couleurs représentent le type de sang utilisé pour la dilution : rouge pour les
dilutions effectuées avec le sang non infecté et bleu pour les dilutions effectuées avec le sang infecté inactivé par
chauffage.

I1.2.4. L’inhibition de I’infectivité a lieu en phase précoce de la sporogonie

Pour répondre a la question « a quel stade du développement parasitaire intervient 1’inhibition

de l’infectivité liée aux fortes gamétocytémies ?», une expérience complémentaire a été

réalisée. Des femelles d’An. stéphensi ont été nourries sur une série de 5 dilutions de sang
infecté par les gamétocytes de P. berghei GFP (la dilution a été effectué¢e avec du sang non
infecté¢, conditions dans lesquelles nous avons observé une relation négative entre
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gamétocytémie et infectivité). Un premier lot de moustiques a été disséqué 24 heures plus tard
pour permettre d’observer les oocinetes, et le second lot 13 jours plus tard pour compter les
oocystes. Les relations entre gamétocytémie et intensité de I’infection en oocinétes/oocystes
sont présentées sur la figure 26. La relation négative a été¢ une fois de plus, révélée entre la
densité en gamétocytes et la formation des d’oocystes ; une relation similaire a été observée
pour les oocinétes (Fig.26B). Ainsi, il a été établi pour les mémes gamétocytémies, une
relation positive entre les moyennes d’oocinétes observées apres 24 heures et les moyennes

d’oocystes formées 13 jours plus tard (Fig.26C). Cette relation positive suggere que

I’inhibition du développement du parasite a fortes gamétocytémies a eu lieu avant le stade
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Figure 26: Relation entre densités de gamétocytes de P. berghei GFP et leur infectivité chez An. stephensi

Des moustiques gorgés sur du sang infecté a différents facteurs de dilution, ont été répartis en deux groupes, puis
disséqués a différents stades de développement pour compter les parasites sur les estomacs : oocinéte (24 heures
apres) et oocyste (13 jours apres). (A) montre en photo la distribution des oocinétes couramment rencontré dans
les groupes de moustiques pour les différents facteurs de dilution. Le graphe (B) indique I’intensité de I’infection
en fonction de la gamétocytémie. (C) présente I’intensité des oocytes observés en fonction de 1’intensité des
oocingtes comptés.

Nos résultats montrent donc que lors d’une infection de P. berghei de la souris au moustique,
une inhibition de la sporogonie a lieu a fortes charges parasitaires. Cette inhibition intervient

au stade précoce de la sporogonie et est liée a un environnement hostile dans le bol

alimentaire du moustique.
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I1.2.5 L’efficacité de ’anticorps 13.1 dépend de P’infectivité des parasites

P. berghei est largement utilisé pour évaluer les candidats TBV en conditions de laboratoire et
nous avons cherché a évaluer I’effet de la gamétocytémie chez la souris pour ce parasite sur
I’infectivité chez le moustique et sur I’efficacité de candidats TBV. Nous avons mis en
évidence ici un effet négatif des fortes charges parasitaires sur le développement
sporogonique, qui n’a par contre pas ¢été observé dans le systéme naturel utilisant P.
falciparum. Nous avons évalué I’effet d’un candidat TBV en concentration constante de
25ug/ml sur I’ensemble des dilutions effectuées avec le sang non infecté. Cet anticorps est
spécifique de I’antigéne Pbs21 de P. berghei (orthologue de Pfs25 chez P. falciparum)
s’exprimant au stade oocinéte (Ranawaka et al. 1994b). Son efficacité déja connue, permet de
mesurer 1’effet de la densité de gamétocytes sur son efficacité.

Pour I’ensemble des expériences, la distribution du nombre d’oocystes comparée par groupe
test (13.1) et groupe controle (UPC10) a montré une réduction significative du niveau
d’infection en présence de I’anticorps pour presque tous les réplicats (Fig.27). L’efficacité de
I’anticorps /3.1 a été évaluée en termes d’activité bloquant la transmission sur la prévalence
(TBA) et d’activité réduisant I’intensité de la transmission (TRA). Le tableau IX récapitule les

détails sur I’ensemble des données obtenues ainsi que les analyses statistiques.
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Figure 27: Distribution des oocystes par séries de dilutions chez des An. stephensi exposés a P. berghei en
présence ou non d’anticorps bloquant la transmission

Les points représentent le nombre d’oocysts comptés sur les estomacs de moustiques gorgés sur sang infecté :
avec D’anticorps monoclonal /3.7 en rouge et avec l’anticorps contréle en bleu. * signifie une différence
significative entre lot test et contrdle par le test de Mann-Whitney (p<<0.05), NS = différence non significative.
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Tableau IX: Synthése des expériences pour mesurer 1’efficacité des anticorps monoclonaux /3.1

Prévalence Intensité
% (infectés / disséqués) p (moyenne d’oocystes + IC 95%) p
TBA en % TRA en %

FD DP (/ul) DG (/ul) 13.1 UPCI10 13.1 UPCI10

100% 3477 760 689 700 21.43 (3/14) 82.35 (14/17) 74.00 0.00244 0,5+00.31 82.24 £30.73 99.39 0.0001
= 75% 2 608 320 509 124 12.50 (1/8) 66.67 (08/12) 81.20 0.05402 0.5+00.50 60.42425.66 98.93 0.0127
% 50% 1 738 880 345268 52.94 (9/17) 89.29 (25/28) 47.30 0.01672 31.88+21.28 62.54+£16.98 82.22 0.0035
:i 25% 869 440 168 872 70.97 (22/31) 95.00 (19/20) 25.30 0.08024 25.52+14.78 186.5+£31.40 94.05 < 0.0001
é 10% 347776 69 388 56.67 (17/30) 100.0 (16/16) 43.30 0.005692 5.83+01.74 206.06 +41.03 97.17 < 0.0001

100% 2 692 756 1 069 244 22.73 (5/22) 58.33 (21/36) 61.04 0.01761 3.86+02.06 19.67+07.81 80.38 0.0139
‘; 75% 2019 776 802 560 18.75 (3/16) 60.00 (15/25) 68.80 0.02299 2.06+01.81 10.76+04.05 80.86 0.0095
% 50% 1346 796 535040 35.29 (12/34) 56.82 (25/44) 37.90 0.09709 5.97+02.00 9.55+02.77 37.49 0.1216
= 25% 672 980 267 520 50.00 (11/22)  71.70 (33/46) 30.30 0.1379 3+01.32 15.78403.40 80.99 00056
S 10% 269 192 102 828 51.43 (18/35) 97.14 (34/35) 47.10 <0.0001 3.8401.12 125.294+21.38 96.97 < 0.0001

100% 2355012 1229 756 02.07 (1/37) 09.25 (05/54) 70.81 0.4191 0.03+00.03 0.19+00.10 84.21 0.215
2 75% 1766 468 922 108 05.77 (3/52) 10.53 (04/38) 45.20 0.6644 0.1£00.06 0.29+00.21 65.52 0.4132
% 50% 1178 760 614 460 15.00 (9/60) 42.11 (24/57) 64.40 0.00228 1.12+00.74 20.77+09.84 73.93 0.0005
\E 25% 588 544 307 648 55.00 (33/60) 90.00 (54/60) 38.90 <0.0001 21.4+05.32 161.9+£24.11 86.78 < 0.0001
E 10% 235752 122 892 60.00 (33/55)  98.33 (59/60) 39.00 <0.0001 35.62409.91 156.8£18.99 77.28 < 0.0001
< 100% 2 705 296 1110208 03.13 (1/32) 16.13 (531) 80.63 0.184 0.03+0.003 0.23 +£00.10 86.96 0.0792
3 50% 1352 648 555104 27.50 (11/40) 61.70 (29/47) 55.43 0.00293 8.3+04.18 14.51+£03.88 42.80 0.0034
‘5 10% 273372 111 188 76.67 (46/60) 100 (60/60) 23.33 <0.0001 18.62+5.18 327.6+£24.69 94.32 0.0001
i 5% 141 284 55176 38.46 (20/52)  95.00 (38/40) 59.51 <0.0001 2.33+00.65 92.43+16.61 97.48 0.0001
& 2% 54 340 22572 47.73 21/44) 94,74 (s457) 49.62 <0.0001 7.48+01.77 53.11£08.78 85.92 00001

FD: facteur de dilution; DP: densité parasitaire par microlitre de sang ; DP: densité gamétocytaire par microlitre de sang ; TBA = Activité bloquant la transmission, TRA =
activité réduisant la transmission.
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L’efficacité de ’anticorps en termes d’activité réduisant la transmission (TRA), a ét¢ de
86.67% IC95% [83%-89%] en moyenne et varie trés peu en fonction de la densité
gamétocytaire (p=0.6263) (Fig. 28A). En revanche, I’efficacité en termes d’activité bloquant
la transmission (TBA) sur la prévalence présente une relation avec les densités gamétocytaires
issues des dilutions: pour les plus faibles gamétocytémies (entre 27.572 et 125.000
gamétocytes /pL  de sang), la TBA montre une relation négative avec Ila
gamétocytémie (Fig.28B) ; ce méme intervalle de gamétocytémie correspond a celle ou
I’intensité de I’infection dans le groupe contrdle a été positivement corrélée a la densité de
gamétocytes. Au-dela des 125.000 gamétocytes/ul, une relation positive a été observée entre
efficacit¢ TBA et gamétocytémie (Figure 28B) et coincide avec une relation négative entre
gamétocytémie et intensité de I’infection dans le groupe controle. De ces observations, il
apparait donc que le I’efficacit¢ TBA est négativement corrélée a I’intensité de I’infection
dans le groupe controle (Fig. 28C). En d’autres termes, plus les moustiques sont infectés par
un grand nombre de parasites, moins les anticorps sont efficaces pour réduire la proportion de

moustiques infectés.
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I1.3. Relations intensité - prévalence - efficacité des TBV

Nos travaux ont mis en évidence a plusieurs reprises et dans des systémes différents, une
relation négative entre efficacit¢ du TBV (TBA : efficacité pour bloquer la transmission) et
intensité de I’infection dans le groupe controle de moustiques. En contraste, la TRA (I’activité
réduisant la transmission, c'est-a-dire la diminution du nombre d’oocystes dans les estomacs
de moustiques) restait constante pour chaque anticorps testé. Ceci met en lumicre qu’un
candidat TBV va montrer une TRA constante, mais une TBA qui varie selon I’intensité de
I’infection et donc de la dose infectante (densité¢ de gamétocytes dans le sang ingéré). Pour
savoir comment interpréter ces résultats, il nous a paru nécessaire d’étudier la relation entre
intensité de I’infection (nombre moyen d’oocystes dans les groupes contréles de moustiques)
et prévalence de I’infection (proportion de moustiques infectés parmi les mémes moustiques).
Dans ce but, nos données ont été combinées puis analysées avec d’autres résultats issus
d’infections expérimentales. Un mod¢le définissant les relations entre intensité et prévalence
d’une part et d’autre part 'implication de cette relation dans I’évaluation des stratégies de
blocage de la transmission a été effectué par Thomas Churcher de “Imperial College London”
(Fig. 29). Cette analyse integre a la fois les données des groupes expérimentaux tests et
contrdles, aussi bien du systeme P. falciparum-An. coluzzii (ou P. falciparum-An. gambiae)
que du systéme P. berghei-An. stephensi (Fig. 29A). Bien que les données proviennent de
plusieurs laboratoires différents, il est intéressant de noter que la relation prévalence/intensité
semble relativement constante entre les deux systémes vectoriels. Le meilleur ajustement
révele un modele en sigmoide : au dela d’une certaine valeur de I’intensité, la prévalence de
I’infection atteint un plateau et demeure constante. Ainsi, ce modele permet de prédire la
prévalence a partir d’'une I’intensité observée dans une population de moustiques infectés
(exposés au méme sang infecté). Aussi, ce modele peut étre utilisé pour déduire la réduction
de la prévalence attendue (TBA) pour une réduction intensité (TRA) observée dans des
expériences ou l'intensité de 1’infection varie de 1 a 100 oocystes (Fig. 29B). En effet, dans
une population de moustiques infectés a 100 oocystes en moyenne dans le groupe contrdle, on
peut s’attendre & une diminution de moins 10% sur la prévalence lorsqu’une intervention
réduit I’intensité d’environ 90%. Par contre, pour la méme intervention effectuée dans une
autre population de moustiques infectés par 5 oocystes en moyenne, on obtiendra une
diminution de la prévalence de plus de 50% lorsque cette intervention réduit I’intensité de
90%. De cette logique, bien que le blocage de la prévalence (TBA) soit 1’objectif visé¢ dans le

concept de TBV, I’intensité de I’infection dans le groupe contrdle et le TRA qui en résulte,
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sont plus informatives pour mesurer I’efficacité des candidats TBV. Cette analyse réalisée

dans le cadre d’une collaboration, a été publiée dans “International Journal for Parasitology”

(annexe 5).
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Figure 29 : Relation intensité-prévalence (Churcher et al. 2012), estimée a partir de 277 expériences d’infections
expérimentales de moustiques par des Plasmodium ou SMFA.

La couleur des points représente 1’espéce parasitaire utilisée (bleu pou P. falciparum, vert pour P. berghei).La
nuance sombre indique les groupes contrdles tandis que la teinte plus claire indique les expériences avec
intervention. La forme du point désigne les especes de vecteurs utilisés, (carré pour An. coluzzii ou An. gambiae,
cercle pour A. stephensi). La ligne noire indique le meilleur modéle d'ajustement. (B) Les relations attendues
entre 1'efficacité contre la prévalence et l'intensité des oocystes lors de l'utilisation des expositions différentes de
parasites selon le mode¢le présenté dans le panneau (A). Les couleurs des lignes indiquent l'intensité moyenne des
oocystes dans le groupe de contrdle : 1 (bleu), 5 (vert), 10 (orange), 50 (jaune) ou 100 (rouge).
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I1I. Discussion

I1I1. 1 La technique de dilution de gamétocytes, une innovation en matiére

d’infections expérimentales
» Elle permet d’établir la relation gamétocytemie/infectivité avec plus de précision

Nous avons artificiellement créé une série de gamétocytémies par la technique de dilution.
Cette démarche nous a permis de restreindre toutes autres variables afin d’établir avec plus
d’acuité la relation entre les densités de gamétocytes et 1’infectivité. Pour le systéme P.
falciparum—An. coluzzii, nous avons observé une relation linéaire positive entre I’intensité de
I’infection au sein des moustiques et la série de gamétocytémies artificielles créées par la
dilution. Les données s’ajustent mieux au modele lorsque 1’analyse est effectuée par série de
dilution. De méme, la prévalence de 1’infection est positivement corrélée a la densité de
I’infection avant d’atteindre un plateau, lequel plateau varie en fonction des isolats de
parasites utilisés. Ces observations suggerent le role de facteurs non mesurés ici qui
induiraient de la variabilit¢ dans l’infectivité entre séries de dilution. Les différences en
infectivité, bien que assez limitées, entre série de dilution peuvent &tre dues a plusieurs
caractéristiques intrinséques spécifiques aux gamétocytes, comme le sex-ratio, la maturité ou
les infections multiclonales, mais également aux imprécisions lors de 1'évaluation de la
densit¢ de gamétocytes. Ces facteurs ont été a 1’origine des limitations révélées dans
I’¢laboration de la relation gamétocytémie-infectivité dans des études antérieures (Ponnudurai
et al. 1989; Mulder et al. 1994; Robert et al. 1998; Drakeley et al. 1999; Gouagna et al. 1999;
Boudin et al. 2004). Dans notre contexte, la technique de dilution de souches parasitaires a
permis de réduire considérablement ces variabilités incontrélées et de produire, a notre
connaissance, des données plus précises pour mesurer l'effet de la densité des gamétocytes sur
l'infectivité des moustiques pour le systeme naturel P. falciparum-An. coluzzii. 11 a été
démontré dans des études antérieures la nécessité de prédire I’impact de facteurs humains
(Churcher ef al. 2013) et des densités gamétocytaires (Churcher et al. 2010) dans 1’évaluation
des stratégies de blocage de la transmission du paludisme. La méthode de dilution développée
dans notre étude apparait comme une méthode innovante permettant d’inclure la
gamétocytémie comme variable controlée dans 1’évaluation de candidats TBV.

» Une méthode pour améliorer [’infectivité de P. berghei
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Le systeme P. berghei—An. stephensi, est largement utilis¢é comme modele dans 1’évaluation
des stratégies de blocage de la transmission du paludisme. Dans cette étude, nous avons voulu
mesurer 1’effet de la densité de gamétocytes sur le succes de I’infection afin de déterminer
I’impact de I’infectivit¢ des moustiques sur l’efficacité des candidats TBV. Nous avons
montré que la dilution des gamétocytes a 1’aide du sang frais (non infecté¢) améliore
significativement ’infectivité des moustiques par rapport a la dilution de gamétocytes par du
sang infecté inactivé par chauffage. Nos résultats corroborent les conclusions d’autres études
ou il avait été observé in vitro une augmentation de la production des oocinétes avec la
dilution des gamétocytes (Janse ef al. 1985; Sinden et al. 1985b). Ensemble, ces observations
démontrent que les fortes infections parasitaires générent un environnement biochimique
hostile a la sporogonie du parasite. En effet le métabolisme de la charge parasitaire dans le bol
alimentaire pourrait générer des substances qui, a fortes doses inhibent le développement
sporogonique. Toutefois, en diluant le sang infecté par du sang non infecté, les doses létales
des substances sont également diluées rendant le milieu favorable a la sporogonie. La
technique de la dilution apparait efficace pour accroitre significativement le succés de
I’infection pour ce systéme de laboratoire. De plus, cette technique nous a aussi permis de
minimiser 1’effet d’inhibition comme facteur interférant dans la caractérisation de la relation
densité de gamétocytes dans le sang et le I’infectivité des moustiques.

Dans les conditions favorables artificiellement créées, nous avons, a I’instar du systéme
naturel, caractérisé avec plus de précision la relation entre la gamétocytémie de I’hote et la

sporogonie chez le moustique. La corrélation positive révélée entre infectivité et densité de

gamétocytes dans I’échelle de 22.500 a 125.000 gamétocytes /ul nous oriente vers les
conditions optimales de croissance du parasite. Ces observations sont en effet conformes aux
travaux de Sinden réalisés en 2007 sur ce méme systéme (Sinden et al. 2007a). Il convient
toutefois de noter que la densité de 125.000 gamétocytes/ul grossierement estimée comme
gamétocytémie optimale de I’infection dans nos travaux ne peut pas étre généralisée. En effet,
cette valeur est susceptible de varier en raison des incertitudes liées a la microcopie, du type
de souris utilisées, des souches de parasites et certaines conditions différentes d’un laboratoire
a I’autre.

Dans les conditions de nos expérimentations, nous avons montré que 1’inhibition de la
sporogonie engendrée par les fortes charges parasitaires au dela de 125.000 gamétocytes /ul,
interviennent au stade précoce de la sporogonie (avant le stade oocinete) en bloquant
probablement la fécondation ou en inhibant la transformant du zygote en oocinete.
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Récemment, les travaux de Pollitt et collaborateurs ont aussi mis en évidence une corrélation
négative entre les fortes densités d’oocystes et la quantité de sporozoites pour ce méme
systtme (Pollitt et al. 2013). Fort de ces observations, il convient de dire que les fortes
charges parasitaires, a plusieurs stades de la sporogonie, pourraient compromettre le succes

des infections a P. berghei. De plus ; il convient de s’interroger sur la conséquence de cet

effet inhibiteur sur les mesures d’efficacité de molécules anti-Plasmodium testées dans ces

mémes conditions.

II1.2. L’inhibition, facteur de confusion avec I’efficacité des TBV

Afin de répondre a la question : « la variation d’infectivité (prévalence et intensité) peut-clle
influencer I’efficacité¢ des candidats TBV ? », I’activité de I’anticorps monoclonal 13.1 a été
testée pour différentes dilutions de gamétocytes. Nos résultats ont révélé que la formation des
oocystes est négativement corrélée a la gamétocytémie au dela de 125.000 gamétocytes/pl.
Aussi, nous avons observé une [’efficacité de 1’anticorps positivement corrélée a la
gamétocytémie au-dela de 125.000 gamétocytes /ul. Les conditions expérimentales sont a
priori telles que, I’inhibition de la sporogonie liée & un environnement toxique a forte
gamétocytémie et I’action des anticorps ont lieu en méme temps sur les parasites. Bien que les
anticorps agissent au stade ookinete, et I'inhibition avant ce stade, un éventuel effet
d’association (effet additif, antagoniste ou synergique) n’est pas a exclure. Par exemple, les
candidats vaccins agissant aux stades précoces de la sporogonie (avant le stade oocinéte, en
occurrence les candidats P{s230 et Pfs48/45 chez P. falciparum) seraient particuliérement
susceptibles d’avoir des interactions avec I’inhibition de I’infection liée aux fortes densités de
gamétocytes), en occurrence les candidats Pfs230 et Pfs48/45 chez P. falciparum. Pour ces
TBV, I’effet combiné inhibition- action du TBV pourrait fortement affecter 1’interprétation
des résultats et conduire a une mauvaise évaluation de ces candidats vaccins, s’ils sont testés
avec P. berghei et en conditions de fortes parasitémies. Ainsi, dans le cas d’effet additif,
antagoniste ou synergique, I’efficacité du candidat vaccin sera sur ou sous-estimée pour sa
capacité a bloquer la transmission. Il est donc préférable pour les utilisateurs de ce systeéme
vectoriel, d’évaluer Defficacité des candidats TBV dans des conditions expérimentales
favorables a la croissance du parasite afin de garantir la fiabilité des résultats. Ces conditions

expérimentales favorables s’obtiennent particulierement en diluant le sang infecté par le sang
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non infecté pour réduire les interférences liées a d’autres facteurs, ou en utilisant des souris de

faibles charges parasitaires.

II1.3. L’intensité de I’infection, un parameétre important pour évaluer les TBV

Nous avons démontré que les fortes charges parasitaires dans le sang pouvaient dans certaines
mesures produire un effet d’inhibition pour le systéme P. berghei-An. stephensi. Ceci pourrait
constituer une source d’erreur dans I’évaluation des candidats TBV. De plus, a cause de
I’incertitude dans 1’estimation des densités gamétocytaires et d’autres parameétres intrinséques
des gamétocytes, la gamétocytémie issue de plusieurs individus apparait peu convenable pour
¢laborer une relation précise entre le niveau d’infection et I’efficacité des candidats TBV.
Toutefois I’intensité de I’infection au sein des moustiques du groupe controle apparait comme
la variable la mieux indiquée pour mesurer I’impact du niveau d’infection sur I’efficacité des
candidats TBV. En effet, nous avons mis en évidence une corrélation négative entre le TBA
de I’anticorps et I’intensité de 1’infection dans le groupe controle de moustiques.

Ceci met en évidence que le niveau de I’infection a une forte répercussion sur I’efficacité des
TBV (Churcher et al. 2012). Une meilleure alternative est donc de tester les candidats vaccins
sur une large gamme de gamétocytémies appropriées avec une attention particuliere sur les
intensités obtenues dans les groupes contrdles. De telles démarches offrent I’opportunité
d’apprécier I’efficacité d’une molécule en se référant aux conditions expérimentales pour
lesquelles le controle fournit plus de succeés en termes d’infectivité. Aussi, elle pourrait
permettre la comparaison des résultats de plusieurs études, voir de plusieurs laboratoires
travaillant sur le méme sujet (Sinden et al. 2012b).

En accordant une importance particuliere au niveau de I’infection, nous avons participé a la
conception d’un modele mathématique permettant de prédire la prévalence de I’infection a
partir d’une intensité observé (Churcher et al. 2012). Ce modele applicable aux deux systémes
¢tudiés (parasite humain et murin) permet de comprendre I’impact d’une diminution du
nombre d’oocystes sur la diminution de la prévalence d’infection chez les moustiques. Ainsi,
la réduction de I’intensité, constante pour un anticorps a une concentration donnée quelle que
soit I’intensité de I’infection, est plus informative que la diminution de la prévalence qui varie
selon I’intensité de 1’infection, méme si c’est cette derniere qui importe dans le blocage de la
transmission du paludisme sur le terrain. En conclusion, bien que la TBA soit le parameétre qui
révélera I’efficacité d’un candidat TBV dans une condition donnée, la TRA est le parameétre

qui donne une idée de D’efficacité du candidat TBV quelle que soit l’intensit¢ de la
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transmission. La TRA permettra donc une comparaison de candidats, méme si ils ont été
testés dans des conditions différentes. A partir de la TRA, les modeles développés permettront
de prédire la TBA pour une intensité d’infection donnée et donc d’évaluer I’intérét effectif du

candidat dans un contexte donné de transmission.

Conclusion 2

Au terme de cette partie, nous avons révélé un certains nombre d’informations sur les
relations entre la densité en gamétocytes, le succes de [’infection chez le moustique et
Iefficacité des candidats TBV. L intensité de [’infection au sein des moustiques, plutot que la
gamétocytémie, a été percue comme la variable explicative la plus importante affectant
lefficacité des candidats TBV sur la réduction de la prévalence d’infection (TBA). La
réduction de [’intensité de [’infection par les candidats TBV (TRA) est constante quelle que
soit l'intensité de l’infection, alors que la TBA est négativement corrélée avec l’intensité de
I’infection. Les candidats TBV doivent donc étre caractérisés par leur TRA pour pouvoir étre
comparés. Ce chapitre met donc en évidence [’importance cruciale de [’intensité de
I’infection dans [’efficacité des candidats TBV. Cependant, il faut noter que [’on sait trés peu
de choses quant a [’intensité de [’infection chez les moustiques naturellement infectés.
Connaitre ce niveau d’infection sera pourtant essentiel pour prédire [’efficacité des

interventions de blocage de la transmission. Nous abordons cette question dans le chapitre 5.

Ces travaux ont fait I’objet d’un article (Churcher et al. 2012) publié dans le journal

“International Journal of Parasitology” et un second article en préparation (annexe 5).
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Chapitre 5 : Niveau de transmission naturelle homme-moustique :
conséquences sur I’évaluation des TBV

Introduction

Dans nos deux chapitres précédents, nous avons mis en évidence I'intérét de considérer
I’intensité de I’infection lors de 1’évaluation de candidats TBV : il a été démontré a 1’aide un
modele mathématique, que D’efficacité des candidats TBV est dépendante de I’intensité
d’oocystes au sein des moustiques du groupe contrdle. En conditions naturelles, la
transmission de Plasmodium de ’homme au moustique est assurée par des niveaux variables
de densité gamétocytaires au sein des personnes infectées. Ces densités variables de
gamétocytes sont a 1’origine d’une diversité de I’intensité d’infection en termes de nombre
d’oocystes au sein de la population sauvage de vecteurs de paludisme. De plus ce niveau
d’infection des vecteurs subit également une forte variation en fonction du temps et de
I’espace (Medley et al. 1993; Anthony et al. 2000) qu’il convient de prendre en compte. Tres
peu de données traitant du niveau d’infection a Plasmodium des anopheles sur le terrain sont
disponibles a nos jours. Cela constitue une limite pour éventuellement prédire I’efficacité des

TBYV en conditions naturelles.

Un autre parametre majeur influengant la transmission en conditions naturelles et susceptible
d’interférer avec 1’efficacité des TBV est I’immunité naturelle des hdtes. De nombreuses
études ont montré qu’en zone d’endémie palustre, les individus développent une immunité
naturelle qui exerce une forte pression sur la transmission du parasite chez le moustique
(Gouagna et al. 2004; Bousema ef al. 2011a). Cette immunité varie entre autre en fonction de
la fréquence d’infection palustre dans la population, 1’dge des individus, les zones
géographiques (Bousema ef al. 2012b). Dans notre premier chapitre nous avons évalué
I’efficacité des candidats vaccins dans des conditions expérimentales ou les anticorps agissent
en absence de I'immunité des porteurs humains. Toutefois, en conditions naturelles les
anticorps issus des TBV chez ’homme devront agir sur les parasites chez le moustique en
méme temps que I’immunité naturelle des porteurs. Dans un tel un environnement, ou se
combineront immunité naturelle et immunité induite, il pourrait se produire des interactions

(antagonisme, synergie ou addition) qu’il convient de définir.
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Dans cette partie nous avons abordé 1I’impact de I’immunité naturelle bloquant la transmission
de notre population d’étude afin de déterminer les interactions qui en résultent avec 1’action
des TBV. Dans un second volet nous avons estimé le niveau de transmission homme-
moustique sur le terrain afin de pouvoir extrapoler 1’efficacité des candidats vaccins en

conditions naturelles.

1. Matériel et Méthodes

I.1. Evaluation de I’immunité naturelle bloquant la transmission

Pour tester I’effet de I’'immunité naturelle bloquant la transmission, des moustiques ont été
infectés en conditions expérimentales en présence et en absence des facteurs sériques des
personnes infectées. Pour cela, les moustiques ont été nourris avec du sang directement
prélevé du porteur d’une part, et d’autre part avec du sang dont le plasma a été remplacé par le
sérum AB naif a I’infection palustre (Gouagna et al. 2004). Dans la démarche expérimentale,
environ 10 ml de sang de porteur de gamétocytes, ont été prélevés dans deux tubes héparinés.
Puis, les deux tubes ont été centrifugés a 3000 r.p.m. pendant 3 minutes dans une
centrifugeuse thermostable (37°C). Le plasma surnageant de 1’un des tubes a ét¢ délicatement
retiré par pipetage puis remplacé par une quantité¢ équivalente d’un plasma issu d’un pool de
donneurs non immun de groupe sanguin AB, préalablement chauffé dans un bain marie a
37°C (sang AB). Le contenu du second tube (plasma autologue et culot cellulaire) a été
simplement homogénéisé (sang OWN). Les deux sangs reconstitués ainsi obtenus ont servi a

gorger des anopheles femelles a jeun depuis la veille.

I.2. Evaluation de D’efficacité des TBV en présence de I’immunité naturelle

Afin de mesurer I’efficacité des candidats TBV dans des conditions expérimentales au plus
proches des conditions naturelles, les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont été
simultanément testés en présence et en absence de I’'immunité naturelle des porteurs de
gamétocytes comme décrit dans notre chapitre 1. On disposait donc de quatre conditions pour

tester chaque candidat TBV :

- Sang du porteur de gamétocytes avec remplacement du sérum par du sérum AB

93



- Sang total du porteur avec sérum OWN (pour estimer I’immunité naturelle bloquant la

transmission)

- Sang du porteur de gamétocytes avec remplacement du sérum par du sérum AB + anticorps

(efficacité¢ de TBV en absence de I’immunité naturelle)

- Sang total du porteur avec sérum OWN -+anticorps (pour efficacité de TBV en présence de

I’immunité naturelle)

Ces différentes combinaisons ont ét¢ utilisées pour gorger des groupes d’An. coluzzii de 3 a 4
jours maintenus a jeun pendant les 24 heures précédentes. Sept jours aprés le repas sanguin,
les moustiques ont été¢ disséqués pour détecter et compter les oocystes. L’efficacit¢ des
anticorps et immunité naturelle a été évaluée en termes de d’activité bloquant la transmission

(TBA) et d’activité réduisant la transmission (TRA).

1.3. Evaluation du niveau de transmission sur le terrain

1.3.1. Mesure du niveau d’infection dans la population humaine

Au cours de nos travaux, nous nous sommes intéressés a estimer le niveau d’infection chez
les enfants chez qui sous avons recherchés les porteurs de gamétocytes. Bien que la
population cible n’est représentative pour des enquétes parasitologiques dans une vision
générale sur le terrain, les données, recueillies permettent néanmoins de mesurer le niveau
d’infection dans un réservoir d’infection pour les vecteurs, et pourraient servir de base pour
une extrapolation a I’ensemble de la population humaine. Alors pour les cas d’infection, les
densités parasitaires et gamétocytémies ont été estimées sur la base du nombre de trophozoites
ou de gamétocytes comptés pour respectivement 100 ou 1000 leucocytes cumulativement
comptés. En assumant le nombre de leucocytes a 8000 par microlitre de sang, la densité

parasitaire ou gamétocytaire absolue (nombre/pul de sang) a été déduite par les formules :

8000*nombre de trophoites
1000

8000*nombre de gamétocytes
1000

Parasitémie = ; Gamétocytémie =

94




1.3.2 Mesure du niveau d’infection au sein des vecteurs majeurs sur le terrain

1.3.2.1. Capture, dissection de moustiques de terrain

Pour estimer le niveau d’infection & Plasmodium chez les vecteurs majeurs du paludisme sur
le terrain, un suivi entomologique longitudinal a été réalisé en échantillonnant des moustiques
dans le village de Soumousso. En rappel, ce village a servi de site pour la recherche de
gamétocytes de Plasmodium dans la population d’enfants. Un plan de collecte intégrant
quartiers et concessions a ¢été établi sur la base d’une carte géographique (Fig. 30). Afin de
couvrir les fluctuations temporaires de la transmission due aux conditions climatiques et aux
porteurs de gamétocytes, des collectes mensuelles ont été effectuées. Les intervalles de temps
entre les collectes ont également permis de minimiser la capture des moustiques de méme
génération, gorgés sur les mémes porteurs. Pour chaque collecte mensuelle, les moustiques
ont été capturés dans les habitations durant trois jours consécutifs tous les matins, en se
servant d’un aspirateur a bouche et d’une torche (Anthony et al. 2000). Les anopheles
femelles (An. gambiae et An. funestus) ont été triés de I’ensemble des collectes sur la base des
criteres morphologiques des clés de détermination taxonomique (Gillies & De Meillon 1968;
Gillies & Coetzeee 1987). Ces principaux moustiques vecteurs ont été conservés dans les
conditions standards de 1’insectarium a I’IRSS, nourris au glucose 10% puis disséqués 5 jours
plus tard pour la détection des oocystes sur les estomacs. Les carcasses de ces mémes
moustiques (téte-thorax) ont été conservés a -20°C pour des analyses immunologiques et

moléculaires.
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Figure 30 : Présentation graphique du village de Soumousso.

Constitué de 9 quartiers (regroupement des points par couleur), les maisons (chaque point de la carte) sont
disposées de part et d’autre d’un bas-fond a inondation temporaire. Utilisant le plan de cette carte, les collectes
de moustiques pour chaque sortie étaient effectuées par maison (autant que possible) et par quartier pendant 3
jours consécutifs pour former 1’échantillon du mois.

1.3.2.2. Test immunologique d’indice sporozoitique . ELISA csp

Afin d’évaluer la prévalence des vecteurs porteurs de sporozoites de Plasmodium, les
Anopheles précédemment disséqués pour la détection des oocystes, ont également été testés
par la technique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sur les tétes et thorax. Le
principe de ce test immunologique est basé sur la mise en évidence d’un antigéne de surface
du parasite, la « circumsporozoite protein » (csp) a 1’aide de deux anticorps suivant le
protocole décrit par (Wirtz et al. 1987). Les carcasses des moustiques (té€te-thorax pour ne
détecter que les parasites dans les glandes salivaires) ont été d’abord broyées dans une
solution tampon pour isoler les antigénes parasitaires. Ces antigénes ont été par la suite
capturés par des anticorps dit de capture, préalablement fixés sur une plaque ELISA. Un
anticorps conjugué (marqué a la peroxydase) a été ensuite fixé sur le complexe anticorps de
capture/antigénes. Enfin, le substrat de la peroxydase a été ajouté pour déclencher la réaction

enzymatique révélatrice des échantillons positifs par une coloration bleue.
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I1. Résultats

I1.1. Efficacités de TBV/immunité naturelle

I1.1.1. L’immunité naturelle réduit le niveau d’infection a Plasmodium chez les vecteurs

Un point important de notre travail était d’estimer les capacités des réponses immunitaires
naturelles des sujets humains a agir sur la transmission des parasites aux moustiques et
comment elles pouvaient interagir avec les TBV. Pour cela, les moustiques ont été nourris sur
du sang infecté en présence et en absence des propres facteurs sériques des porteurs de
gamétocytes, et disséqués 7 jours plus tard pour apprécier leur niveau d’infection dans les
groupes expérimentaux. Au total, treize patients avec des gamétocytémies variées ont été
inclus pour tester I’effet de leur sérum sur le développement des oocystes. L’effet de leur
sérum a ¢été aussi évalué en termes d’activité bloquant la transmission (TBA) et d’activité
réduisant la transmission (TRA). La figure 31, montre la distribution des oocystes dans les
groupes expérimentaux pour 3 des expériences réalisées, et les valeurs estimées ont été
consignées dans le tableau X. L’analyse révele une réduction de I’intensité de 44,50%, 1C95%
[35,74 ; 53,25] en moyenne sur I’ensemble des 13 expériences. Cette réduction trés peu
variable semble ne pas avoir une relation avec la densit¢ de gamétocytes. La figure 32A
présentant les intensités de 1’infection dans les groupes tests et contrdles, révele clairement
I’aspect standard de la TRA de cette immunité dans la population humain testée. Par ailleurs,
cette immunité bloque la transmission du parasite a 18.79% I1C95% [08,66 ; 28,92] en
moyenne ; un blocage qui montre une relation négative avec I’intensité de I’infection comme
démontré pour les candidats TBV (figure 32B). Ces tendances suggérent que la pression
immunitaire pourrait s’avérer plus efficace en termes de blocage de la transmission par une
réduction de la prévalence d’infection chez les moustiques exposés a de tres faibles intensités
d’infection. Des travaux en cours portant sur des porteurs de faibles gamétocytémies nous

permettront de vérifier cette hypothése.
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Figure 31: Distribution du nombre d’oocystes mettant en évidence I’immunité naturelle de ’homme.
Les points représentent chacun le nombre d’oocystes comptés sur I’estomac du moustique disséqué pour les
groupes contrdles (AB) en bleu et les groupes en présence du sérum du porteur (OWN) en rouge

Tableau X: Récapitulatif des expériences pour mesurer I’immunité de ’homme.

Prévalence de I’infection Intensité de ’infection
% (n/N) (moy. d’oocystes £SEM)

Contrdle (AB) Test (OWN) TBA Controle (AB) Test (OWN) TRA
Expérience 1 99,00 (100/101) 96,43 (108/112) 02,60 289,79 +14,40 102,94£08,23 ++ 63,52
Expérience 2 74,19 (23531) 70,37 (19/27) 05,15 19,23 403,57 010,37:£02,31 43,13
Expérience 3 64,29 (45/70) 24,59 (15/61) * 61,74 02,11+00,33 00,51£00,13 37,16
Expérience 4 70,00 (49/70) 61,40 (35/57) 12,28 03,3400,47 01,3700,28++ 5333
Expérience 5 92,31 (36/39) 91,11 (41/45) 01,30 294,46+48,42 151,89220,88++ 47,74
Expérience 6 88,57 (3135) 75,76 (25/33) 14,47 08,71201,09 05,39200,96 xs 27,63
Expérience 7 84,62 (44/52) 58,82 (20/34) * 30,48 07,58+00,89 04,15+00,81++ 21,27
Expérience 8 80,39 (41/51) 79,63 (43/54) 00,95 015,22402,08 04,26200,54++ 71,73
Expérience 9 88,24 (15/17) 73,81 (31/42 16,35 036,35+01,03 17,88+03,77+ 41,19
Expérience 10 86,27 (44/51) 58,57 (41/70) * 32,11 05,63+00,65 02,71200,40 Ns 28,95
Expérience 11 93,33 (28/30) 76,19 (16/21) 18,36 17,40+02,28 10,95+02,44 Ns 37,06
Expérience 12 90,62 (29/31) 70,90 (22/31) 21,69 112,9+13,09 53,39+11,39++ 52,71
Expérience 13 96,77 (30/31) 70,83 (34/48) 26,80 68,06+08,05 31,96205,22+++ 53,04

* Différence Significative entre le paramétre mesuré dans le groupe test et controle, NS = Différence non
significative Moy. = moyenne arithmétique, SEM = erreur standard sur la moyenne ; N = effectif de moustiques

disséqués ; n = effectif de moustiques infectés
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Figure 32 : Impact de ’immunité de ’homme sur la sporogonie de P. falciparum chez An. coluzzii.

(A) présente I’intensité de I’infection chez les moustiques gorgés sur du sang infectieux en présence de
I’immunité naturelle bloquante (OWN : en rouge) en relation avec les intensités d’infection chez les moustiques
gorgés sur le méme sang infectieux avec changement de sérum (AB : en bleu) ; (B) indique la relation en activité
bloquant la transmission et intensité de 1’infection dans les groupes contrdle (sérum AB).

I1.1.2. Interactions entre activité des TBV et ’immunité naturelle des patients

Afin d’investiguer les interactions entre immunité naturelles et efficacité des TBV, les
anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont été simultanément testés en présence et en absence de
I’immunité naturelle des porteurs de gamétocytes. Sur 3 expériences réalisées, nous n’avons
pas observé de différence significative dans la distribution des oocystes au sein des
moustiques gorgés sur du sang en présence d’anticorps avec ou sans des facteurs sériques
(Fig.33). Le tableau XI compare I’efficacit¢é de chaque candidat vaccin testé dans les
différentes conditions. Nous n’avons pas observé d’effet additif entre ’immunité naturelle et
le TBV. La réduction de l’intensit¢ due au TBV n’est pas augmentée en présence de
I’immunité naturelle. En d’autres termes, il semble que nous sommes dans une situation

d’effet sub-additif (I’effet est au moins égal a I’effet le plus important).
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Tableau XI : Récapitulatif de I’efficacité des anticorps avec et sans I’immunité naturelle

Blocage de la prévalence

Réduction de I’intensité

(TBA en %) (TRA en %)
Ac-AB Ac-OWN p Ac-AB Ac-OWN p

Expérience 1 22,52 36,55 0.0565 87,52 73,87 0.0227
S
% Expérience 2 91,00 88,60 0.8376 98,80 98,28 1
[
~ .

Expérience 3 21,60 26,66 0.5124 84,34 82,17 0.9141
v Expérience 1 29,06 57.08 0.0002 86.93 86.64 1
&
= Expérience 2 87,18 80,46 0.3812 96,95 95,06 1

Ac-AB anticorps dans du sang avec un sérum AB (privé d’une immunité anti-plasmodiale) ; Ab-OWN anticorps
dans du sang total des porteurs de gamétocytes (contenant tous les facteurs sériques).
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I1.2. Niveau de I’infection chez les hommes et chez les anophéles
I1.2.1. Le niveau d’infection a Plasmodium dans la population humaine

11.2.1.1 L’infection a Plasmodium demeure tout au long de [’année

Les données parasitologiques ont été collectées de 2009 a 2012, aupres de la population
d’enfants (5-12 ans) particuliérement susceptibles. Ces données essentiellement basées sur la
recherche de gamétocytes, fournissent des données non représentatives de I’ensemble de la
population. Cependant, ces données révelent une image de la transmission dans la population
vulnérable. Au total 18841 examens parasitologiques ont été réalisés sur un effectif d’environ
2500 enfants de la localit¢ de Soumousso et de Dandé. Les gouttes épaisses observées au
microscope ont révélé des cas d’infections a chaque mois de 1’année que nous avons
¢chantillonné. Aussi, ’analyse des données, effectuée par mois de chaque année, a montré des
tendances similaires de I’infection pour les mémes mois des différentes années. Partant de ce
constat, les résultats pour les 4 années ont été rassemblés autour des 12 mois. Les prévalences
moyennes d’infection estimées étaient comprises entre 25 et 52% en considérant I’ensemble
des formes parasitaires, et entre 5 et 11% pour les gamétocytes (Fig. 34). L’espece falciparum
a été largement dominante avec 99,13% dans la population d’enfants infectés. En termes de
densit¢ de D’infection, une large gamme de parasitémies et de gamétocytémies ont été
observées selon les périodes de 1’année et au sein d’une méme période (Fig. 35). Toutefois,
I’infection a Plasmodium aussi bien en prévalence qu’en densité, variait sensiblement selon
les saisons de l’année. En effet, I’infection plasmodiale atteint son maximum entre
Septembre-Octobre avant de baisser pour atteindre son minimum dans le mois d’Avril (Fig.

34 ; Fig. 35).
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Figure 34 : Prévalence de ’infection a Plasmodium suivant les 12 mois de I’année.

Les données de 4 ans de données parasitologiques ont été rassemblées pour chaque mois de I’année, puis la
prévalence de I’infection a été estimée avec I’intervalle de confiance a 95%. Les fonds bleus et roses désignent
respectivement les périodes de fortes et de faibles infections.
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Figure 35 : Distribution de la densité de Plasmodium dans la population humaine.
Chaque point sur les graphes représente une valeur de la densité de Plasmodium. A 1’issu des gouttes épaisses réalisées chez les enfants de 5 a 12 ans, les densités de parasites toutes
formes confondues (A) et de gamétocytes ont été estimées pour 8251 cas d’infections enregistrés. Les fonds bleus et roses désignent respectivement les périodes de fortes et de

faibles infections.
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11.2.1.2. Analyse approfondie du niveau d’infection chez les enfants

Partant du principe que les gamétocytes sont les formes transmissibles du parasite de I’homme
au moustique, nous avons regroupé I’ensemble des densités gamétocytaires afin d’effectuer
une description selon les paramétres entrant dans 1’évaluation des candidats TBV. Ainsi,
parmi 1599 cas d’infection a gamétocytes de P. falciparum, nous avions observé une
distribution trés hétérogene de la gamétocytémie. En effet des porteurs ont été identifiés avec
une tres large échelle de gamétocytémies d’environ 8 a 9152 gamétocytes par microlitre de
sang (Fig. 36A), suggérant une large fenétre de densités sur le terrain. D’une maniére
générale, la densité moyenne est estimée 55,20 [45,79 ; 64,61] gamétocytes /ul de sang pour
une médiane de 16. Cependant, I’histogramme de la distribution (Fig. 36B) a montré que 80%
des densités gamétocytaires sont en dessous de la moyenne, suggérant une surestimation de
cette moyenne du fait des cas exceptionnels potentiellement élevés. Pour plus de précision
dans les estimations, une analyse stratifiée a ¢été effectuée, révélant les moyennes
gamétocytaires suivant les différentes étendues de la distribution des gamétocytémies (Fig.
36C). Ces valeurs plus représentatives serviront a comprendre 1’épidémiologie de la

transmission du parasite de ’homme au moustique.
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Figure 36 : L’analyse détaillée des infections a gamétocytes dans la population d’étude

(A) indique la distribution des gamétocytémies observées, (B) les I’histogramme de cette distribution et (C) le

tableau résumant les différentes moyennes estimée pour chaque étendue des observations.
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11.2.2. Niveau d’infection a Plasmodium chez les vecteurs sur le terrain

11.2.2.1. Résultats globaux

Dans le but de mesurer le niveau de I’infection a Plasmodium dans la population sauvage des
vecteurs majeurs, 2296 anopheles femelles ont été collectés de Juin a Novembre 2011 a
Soumousso, pour la détection et le comptage des oocystes ainsi que pour 1’évaluation de
I’indice sporozoitique. Sur toutes les collectes mensuelles, nous avons observé au sein des
moustiques disséqués des infections qualitativement et quantitativement trés variées. Les
moustiques infectés présentaient une surdispersion du nombre d’oocystes compris entre 1 et
100 dans la majeure partie des cas avec quelquefois des infections exceptionnelles allant
jusqu’a 436 oocystes (Fig. 37). De plus, nous avons observé des moustiques infectés a la fois
par des oocystes jeunes et matures, suggérant la prise de différents repas de sang infectieux
décalés dans le temps. Au stade oocyste, 1’intensité de 1’infection a été calculée pour chaque
collecte mensuelle. Le test immunologique ELISA a révélé des moustiques porteurs de
sporozoites alors qu’ils présentaient aussi des oocystes, suggérant des infections multiples ou
une libération progressive des sporozoites par les différents oocystes. Compte tenu de cet
aspect, la prévalence de I’infection a Plasmodium des anophéles a été évaluée en combinant
les résultats des deux tests (oocyste et indice sporozoitique) pour chaque moustique. En
d’autres termes le moustique est déclaré infecté lorsqu’il portait des oocystes sur son estomac
et/ou les sporozoites dans ses glandes salivaires. Le tableau XII présente les détails sur la
prévalence d’infection chez les moustiques aux deux stades dans la nature. L’analyse révele
qu’en moyenne 17,92% IC95% [13,72 ; 22,12] des anopheles vecteurs circulant dans la nature
pendant cette périodes étaient porteurs de Plasmodium, tous stades confondus. Une
prévalence de 11,76% [8,81 ; 14,72] de moustiques ¢tait infectés au stade oocyste avec une
intensité d’infection estimée a 7,294+0,75 oocystes par moustique infecté. Sur ’ensemble de la
période de capture, un indice sporozoitique de 9,19% [4,55 ; 13,82] a été révélé en moyenne
par mois. En d’autres termes, environs 10% d’anopheles dans la nature étaient susceptibles de
transmettre le Plasmodium aux humains. Aussi, au cours d’une collecte entomologique, nous
avons découvert un cas d’A4n. rufipes infecté par Plasmodium au stade oocyste. L implication
de cette espece d’anopheles en tant que vecteur de paludisme a été évoquée par Holstein
depuis 1960. Nos résultats préliminaires ont été publiés (Da et al. 2013a) en attendant les
résultats d’une investigation en cours afin de statuer sur la susceptibilit¢ de cette espéce

d’anophele en tant que vecteur dans la transmission du paludisme.
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Figure 37 : Distribution du nombre d’oocystes au sein des anophéles sauvages.
Chaque point représente 1’effectif d’oocystes dans un moustique infecté.

Tableau XII: Récapitulatif du niveau d’infection a Plasmodium au sein des vecteurs sauvages

Oct. 2010  Juin 2011  Juil. 2011  AoGt2011  Sept.2011  Oct. 2011  Nov.2011  Moyenne

2 oocvstes 12,5 7,87 12,5 11,25 12,32 17,52 8,40 11,76
= Y (50/400) (24/305) (50/400) (45/400) (49/398) (48/274) (10/119)

<

° & 18,5 13,11 08,25 03,75 06,78 08,02 05,88 9.19
2 sporozoites (74/400) (40/305) (33/400) (15/400) (27/398) (22/274) (7/119)

)

s

% Prévalence 25,5 19,34 17,5 13,25 16,08 21,17 12,6 17.92
& totale (102/400) (59/305) (70/400) (53/400) (64/398) (58/274) (15/119)

"8 Meédiane 3,5 2 3 4 4 2 3 3
RZ)

5

£ Moyenne 7,76 6,96 8,54 5,28 9,77 5,45 10,33 .72
= [1095%] [49;106]  [26;11,3] [5;12] 3,5:7] [5,3; 143] 2,9 7,9] 0,2 20,5]

1.2.2.1. Analyse quantitative et qualitative de [’intensité de [’infection
Afin de mieux apprécier I’intensité de 1’infection dans son ensemble, nous avons assimilé les
moustiques infectés au stade oocyste en une population issue d’une infection. Nous avions

ainsi obtenu 275 moustiques infectés (sur 2296 disséqués, 11,97%) avec une surdispersion
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dans la distribution du nombre d’oocystes (Coefficient de variation k=293.73%) (Fig. 38A).
Une moyenne de 10,81 (soit 11) d’oocystes par estomac a été observée de fagon générale.
Cependant, I’histogramme de la distribution a montré prés de 98% de moustiques infectés
porte moins de 7oocystes (Fig. 38B) suggérant encore une surestimation de cette moyenne,
compte tenu des charges en oocystes exceptionnelles observées pour une minorité de
moustiques. Pour une meilleure représentativité des moyennes estimées, nous avons procédé a
une analyse par classe (Fig. 38C). Ainsi, en dehors des moustiques présentant des niveaux
d’infection exceptionnels (5/275), la moyenne générale est réduite a 7,36 oocystes par
moustique, et parait plus représentative dans les estimations de 1’efficacit¢ des TBV en

conditions naturelles.

160 B

2564 1404

64

Nombresd'oocystes
°
Nombre de moustiques

164

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 6l

Population de moustiques Nombre d'oocystes

C

Etendue du nombre d’oocystes| |y, 1 [1;20] [1;50] [15100] | [1;436]
[minimum ; maximum]
Proportion de moustiques 77,82 89,00 97,09 98,18 100
(effectif) (214) (245) (267) (270) (275)
Moyenne 2.97 4.44 6.72 7.38 10.81
[IC95%)] [2,66 ; 3,28] [3,87; 5,01] [5,63 ; 7,82] [6,05 ; 8,70] [7;14,62]

Figure 38 : Description globale de I’intensité de 1’infection au sein des vecteurs sauvages.
(A) distribution du nombre d’oocystes, largement dominé par un faible nombre d’oocytes (B) Histogramme de
distribution des of oocystes

I1.2.3. Niveau de transmission homme — moustiques sur le terrain

Afin d’estimer le niveau de transmission homme-moustique nous combiné les deux analyses
stratifiées effectuées pour les niveaux d’infection au sein de la population humaine et chez les
vecteurs sur le terrain (tableau XIII). Cette analyse comparative a révélé un appariement

adéquat des variables, de la population humaine a la population de vecteurs, suivant les
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niveaux de transmission que nous avons définis. En 1’occurrence, environ 80% de la
transmission homme-moustique est assurée par des porteurs humains d’environ 20

gamétocytes/pl de sang qui génerent 3 oocystes en moyenne chez les moustiques.

Tableau XIII: Concordance entre I’infection a Plasmodium dans la population humain et chez
les vecteurs sauvages.

Etendue - distribution Proportion Moyennes
DG (/ul) No d’oocystes % DG (/ul)  %No de moustiques DG (/ul) Oocystes
Niveau 1(trés faible) [8 5 56] [1510] 78,04 77,82 19,08 2.97
Niveau 2 (faible) [8 5 104] [1;20] 88,74 89,00 26,27 4.44
Niveau 3 (Modérée) [8 5 248] [1;50] 97,56 97,09 38 6.72
Niveau 4 (fort) [8 ; 4560] [1;436] 100,0 100 55,20 10.81

I1I Discussion

II1.1. Relation Immunité - efficacité des candidats TBV

Nous avons observé une réduction substantielle du rendement de la sporogonie de 44% en
moyenne par I’immunité naturelle des personnes infectées par des gamétocytes, en conditions
réelles de transmission. Notre étude n’est pas la premicre du genre sur I’immunité naturelle.
Cette thématique largement traitée dans la littérature a montré I’effet de plusieurs facteurs
dont I’age et la fréquence de I'infection a Plasmodium (Drakeley et al. 1998; Drakeley et al.
2006a; Drakeley et al. 2006b; Bousema et al. 2011a; Bousema & Drakeley 2011b). Ici, nous
avons évalué l'effet de I’immunité bloquant la transmission, en fonction de I’intensité de
I’infection. Nous avons observé un effet constant de I’immunité naturelle sur la réduction de
I’intensité de ’infection. Comme observé pour les TBV, la réduction de I’intensité entraine
une diminution de la prévalence dépendante de I’intensité initiale. Ainsi, lorsque I’infection
est faible, I’immunité naturelle a un effet plus important en termes de réduction de la
transmission. Ces modalités, identiques a celles des TBV, suggérait qu’un effet additif
pourrait €tre observé entre I’immunité naturelle et I’'immunité induite par la vaccination TBV.
Nous n’avons malheureusement observé qu’un effet sub-additif: ’effet de I'immunité
naturelle semble nul quand combiné aux anticorps des candidats TBV. D’autres travaux sont
nécessaires pour confirmer cette tendance et en élucider les mécanismes. Il est toutefois
encourageant d’observer qu’il n’y a pas d’antagonisme entre immunité naturelle et les TBV,
car une telle situation était une inqui¢tude majeure dans le concept des TBV. Cette
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compatibilité révélée dans notre étude s’avere trés déterminante dans les perspectives de mise

en ceuvre des candidats TBV sur le terrain.

II1.2. Du niveau de transmission homme-moustique sur le terrain

Nous avons voulu savoir si les intensités d’oocystes observées chez les vecteurs sauvages
peuvent €tre mises en relation avec les gamétocytémies observées chez les hommes, bien que
notre population d’étude fiit restreinte aux enfants d’age compris entre 5 et 12 ans. En effet,
une telle relation nous permettrait d’estimer le niveau d’infection en oocystes chez les
moustiques a partir de densités en gamétocytes chez les hommes, et ainsi prédire une
efficacité des TBV. Il a été révélé que la transmission de Plasmodium de 1’homme au vecteur
est maintenue essentiellement par une faible intensité d’infection en conditions
naturelles. Cela s’explique par les faibles densités gamétocytémies prédominantes dans la
population humaine et aussi par I’importance de la pression immunitaire humaine révélée
dans cette étude. Partant de ce constat, I’intensité de 1’infection telle que révélée dans cet
¢chantillon de vecteur illustre bien le niveau réel d’infection dans la population des anophé¢les,
et nos facies ainsi définis peuvent étre utilisés pour prédire 1’efficacité des TBV en conditions

naturelles.

II1.3. Extrapolation de I’efficacité des candidats TBV en conditions naturelles

IIL1.3.1. Synthese de ’efficacité des candidats TBV en conditions semi-naturelles

Au cours de nos travaux, deux antigénes ont été sélectionnés en leur qualité de candidats
vaccins prometteurs. Nous sommes parvenus a la conclusion que le profil génétique des
parasites est sans impact sur 1’efficacité de ces 2 candidats vaccins. En revanche, nous avons
démontré par modéle mathématique, que I’intensité de I’infection des moustiques influencait
significativement leur efficacité. Aussi, la concentration d’anticorps dans le sang conditionne
I’efficacité de ces candidats vaccins. Autrement dit, 1’efficacité des candidats TBV dépend
non seulement de leur degré d’immunogénécité chez les individus mais aussi du profil
épidémiologique de I’infection a Plasmodium de la zone. D’autre part, nous avons démontré
que ces deux candidats vaccins agissent efficacement dans les conditions expérimentales
assimilables a celles naturelles, notamment en présence de toutes les composantes du sang.

Nous pensons que tel sera le cas, si ces candidats vaccins étaient administrés a des humains et
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avaient généré autant d’anticorps. Supposant étre dans ces conditions, il devient nécessaire de
déterminer leur efficacité pour les intensités d’infections observées au sein des vecteurs

sauvages sur le terrain.

I11.3.2. Les candidats Pfs25 et Pfs230 : une efficacité prometteuse sur le terrain

Afin d’apporter des ¢éléments de réponse a cette préoccupation relative a I’efficacité des
candidats vaccins dans nos contextes épidémiologiques sur le terrain, nous avons comparé
I’intensité de I’infection observée sur le terrain a celles obtenues en infection expérimentale
dans les groupes contréles de moustiques infectés. Nous avons inclus les infections pour
lesquelles nous avons obtenu 100% de blocage pour les deux anticorps testés et comparé le
niveau d’infection dans le contrdle négatif, avec le niveau d’infection parmi les moustiques
infectés sur le terrain (Fig. 39). Cette analyse montre que le niveau d’infection sur le terrain
est statistiquement inférieur a celui ces infections expérimentales (p<0.0001, Mann Whitney
test). Nous supposons donc qu’en favorisant les conditions en infection expérimentales, nous
avons obtenu des niveaux d’infection supérieur a ceux dans la nature, et ainsi, nous avons

sous estimé 1’efficacité des candidats TBV pour bloquer la transmission homme-moustique.
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Figure 39 : Analyse comparative entre les intensités de I’infection au laboratoire et en conditions naturelles.
Les points représentent le nombre d’oocystes comptés sur les estomacs des moustiques infectés dans les groupes

expérimentaux. Les groupes de méme couleurs représentent les intensités des groupes contrdles de moustiques
pour les lesquels les anticorps testés a la concentration indiquée ont révélé 100% d’efficacité.

Dans le but de prédire I’efficacité des candidats vaccins en conditions naturelles, nous nous
sommes servis de notre représentation graphique qui intégre a la fois les variables d’intensités

d’oocystes et titres d’anticorps (Fig. 40). Cette représentation graphique (inspiré du modéle en
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cours d’¢élaboration) permet de déduire d’une intensit¢ de I’infection, le titre d’anticorps
nécessaire pour bloquer la transmission. Les intensités d’infection obtenues dans les groupes
contrdles illustrent les niveaux de transmission suivant les différents faciés épidémiologiques
(les relations entre moyennes d’oocystes chez des moustiques infectés issus de plusieurs
porteurs de gamétocytes sur le terrain et moyennes issues d’infections expérimentales sur un
sang infectieux, restant a étre établies). Pour I’interprétation des graphes, nous rappelons que
les sections en pointillé représentent les combinaisons intensité/titre d’anticorps pour
lesquelles une efficacité de 100% de blocage de la transmission est attendue. D’autre part, la
section en couleur orange représente le domaine des intensités moyennes de I’infection
obtenues sur le terrain, prenant en compte la moyenne maximale (11 oocystes/moustique
infecté). Par projection graphique, nous estimons grossi¢rement que des doses minimales
d’environs 125pg/ml et 250pg/ml d’anticorps issus des vaccins Pfs230 et Pfs25 suffiraient a
bloquer totalement la transmission de Plasmodium d’homme-moustique dans le contexte
épidémiologique de Soumousso. Dans d’autres contextes épidémiologiques tels que nous les
avons définis en termes de niveau de transmission, ces valeurs minimales peuvent varier dans
le sens de la diminution (Tableau XIV). A la limite de nos investigations, nous pensons que
les deux candidats vaccins sont susceptibles de bloquer la transmission du paludisme dans nos
contextes épidémiologiques, si ces antigenes sont a mesure de générer d’anticorps a des titres

équivalents aux doses testées.
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Figure 40: Analyse graphique pour extrapoler [I’efficacit¢ des candidats TBV sur le terrain.
Les différents points indiquent les efficacités correspondant a chaque combinaison concentration d’anticorps /
intensité de ’infection. Les couleurs des points correspondent au niveau d’efficacité avec : ® = efficacité < 70%,
e = efficacité 70 % - 99% et @ = 100% d’efficacité. La section marquée en pointillée désigne une zone dite de
certitude i.e. a I'intérieur de laquelle toute concentration d’anticorps est susceptible de bloquer I’intensité de
I’infection qui lui est associée. Le fond orage désigne la zone ou se situent les intensités de 1’infection sur le
terrain.
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Tableau XIV : Doses d’anticorps nécessaires en fonctions des faciés épidémiologiques

Gamétocytémie dans la Niveau d’infection dans la Titre d’anticorps pour
population humaine /uL population de moustiques bloquer 4 100% de
Distribution Moyenne Distribution Moyenne Pfs230 Pfs25
Zone a trés faible 8;56
- [ I =18 [1;10] =3 62,5ng/ml 250pg/ml
Zone a faible 8;104
transmission [ ! =32 [1520] =5 100pg/ml 250pg/ml
Zone a transmission [8 5 500]
modérée =40 [15100] =8 125pg/ml 250pg/ml
Zone a forte [8 ; 4560] - X -
transmission = 56 1 ;436] =11 125pg/ml 250pg/ml

Conclusion 3

Aux termes de cette partie, nous aboutissons a la conclusion que nos candidats TBV Pfs25 et
Pfs230 peuvent agir en combinaison avec l'immunité acquise naturelle. Un effet sub-additif
suggere une interaction entre immunité naturelle et celle induite par les candidats TBV,
nécessitant des investigations supplémentaires pour en définir les mécanismes. S’agissant de
I’intensité de l’infection, le niveau révélé sur le terrain au sein des vecteurs naturels de
paludisme devrait pouvoir étre déduite de la densité de l’infection dans la population
humaine. L’intensité d’oocystes dans la nature, quoique élevée par rapport aux estimations
de la communauté scientifique, demeure en dessous de celle que nous avons générée en
conditions expérimentales chez les moustiques et que nous avons par conséquences SOus-
estimé [’efficacité des candidats TBV pour bloquer la transmission. Par extrapolation a
travers un modele simplifié, nous sommes parvenus a la conclusion que ces candidats vaccins
testés devraient étre en mesure de bloquer la transmission de Plasmodium homme-moustique

pour ainsi limiter la propagation du paludisme.
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion

Au cours de ces travaux de thése, nous avons abordé un sujet relativement ancien, mais qui
bénéficie actuellement d’un regain d’intérét et qui requiere des données supplémentaires pour
une implémentation sur le terrain. Nous avons cherché a ¢élucider ’efficacité des candidats
TBV dans un contexte épidémiologique pertinent qui est la transmission de P. falciparum a un
de ses vecteurs naturels en Afrique, An. coluzzii. L’innovation dans notre projet a ¢été
I’identification des paramétres qui influencent I’efficacité bloquant la transmission des

principaux candidats TBV.

Nous avons pu obtenir du sérum issu du premier essai clinique de phase 1 pour un candidat
TBV. Du sérum de personne volontaire, immunisée pour I’antigéne Pfs25 a été mis en contact
avec des isolats naturels de P. falciparum pour en tester 1’efficacité. Ainsi, nous avons testé ce
candidat vaccin dans les conditions les plus proches des conditions naturelles testées jusqu'a
présent (sérum humain et isolats naturels de parasites). Cet essai a mis en évidence une
efficacité remarquable en termes de TRA (diminution de I’intensité d’infection) de 1’ordre de
80%, mais moindre en termes de TBA (diminution de la prévalence d’infection), en moyenne
environ 30%. Ces résultats étaient a la fois encourageants et décevants, sachant que c’est la
diminution de la prévalence d’infection qui est recherchée pour controler la transmission de
Plasmodium. La différence d’efficacit¢é TRA (constante) et TBA (qui diminue quand le
nombre moyen d’oocystes dans le groupe contrdle augmente) a suggéré une relation a établir
entre ces deux indices d’efficacité des TBV. Par ailleurs, nous avons vérifié que la diversité
génétique des parasites (différents haplotypes et multiplicit¢ d’infection) n’affectait pas

I’efficacité du candidat vaccin basé sur P{s25.

Nous avons également pu comparer 1’efficacité des 5 principaux candidats TBV, formulés a
I’aide de virus recombinants, qui ont généré des anticorps chez des souris. Cette approche,
moins proche des conditions naturelles que la précédente (car les anticorps ont été générés
dans le modéle murin et non chez ’homme), a permis de tester plusieurs candidats en
paralléles et de multiplier les conditions expérimentales, en particulier le titre d’anticorps.
Cette premiere comparaison de candidats TBV sur des isolats naturels de parasites a confirmé

I’intérét de Pfs25 et Pfs230 : elle a établi une efficacité¢ dépendante du titre en anticorps et de
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I’intensité de 1’infection. Nous avons donc pergu que si un modéle mathématique était réalisé,
il serait possible de prédire I’efficacit¢ du TBV en fonction du titre d’anticorps et de
I’intensité de I’infection ou a I’inverse, de déterminer un titre d’anticorps a atteindre pour
obtenir une efficacité satisfaisante en fonction de I’intensité de I’infection. Ces travaux ont
donc établi I’'importance cruciale de I’intensité de I’infection dans 1’évaluation des TBV et la
nécessité de modéliser les relations entre les doses infectieuses (densité en gamétocytes), le

succes de I’infection chez le moustique et 1’efficacité des TBV.

Pour cela une étude a été effectuée, en utilisant le modele de laboratoire P. berghei-An.
stephensi et le systtme naturel P. falciparum-An. coluzzii. Nous avons pu limiter les
variations liées a chaque isolat de parasite par un protocole de dilution des gamétocytes, et
ainsi établir des relations entre gamétocytémie chez I’hdte vertébré et succés de I'infection
chez le moustique. Pour P. falciparum, nous avons mis en évidence une relation positive
linéaire entre gamétocytémie et intensit¢ de 1’infection, jusqu'a des nombres moyens
d’oocytes jusque la jamais mentionnés a notre connaissance, suggérant que de tels niveaux
d’infection pourraient exister dans la nature, méme si ils sont supposés étre exceptionnels.
Pour P. berghei, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur au stade précoce de la
sporogonie des fortes densités en parasites. Ces différences soulignent une fois de plus les
précautions nécessaires lors de comparaison des deux systémes (modele et naturel). Malgré
ces différences, le systéme de laboratoire nous a permis de mettre en évidence, dans des
conditions standardisées la relation négative entre efficacité d’un TBV pour bloquer
I’infection en termes de prévalence (TBA) et I’intensité de I’infection dans le groupe controle,
alors que la réduction de I’intensité de I’infection (TRA) reste constante. Une modélisation
mathématique permet de prédire la TBA en fonction de I’intensité de I’infection a partir de la
TRA. Ceci révele I’'importance de I’intensité de 1’infection lors d’évaluation de TBV et
souligne le fait que les valeurs de TRA sont plus informatives, car constantes pour un
candidat donné, pour comparer des candidats TBV que les valeurs de TBA. Celles-ci pourront
étre extrapolées a partir des valeurs de TRA grace au modele mathématique et ainsi indiquer

I’impact sur la transmission de Plasmodium dans un contexte donné.

Malgré I’'importance de I’intensité de I’infection chez les vecteurs sur ’efficacité des TBV,
tres peu de données existent sur le nombre d’oocystes chez les vecteurs dans la nature. Nos
données ont montré, qu’ils sont, dans nos sites d’études, plus élevés que ceux généralement
mentionnés dans la littérature. Cependant ils restent inferieurs au niveau d’infections obtenus
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par infection expérimentale au laboratoire. Ceci est probablement di au fait que nous avons
sélectionné des porteurs de gamétocytes avec des gamétocytémies élevées pour les infections
expérimentales et de plus, que I'immunité naturelle des porteurs a été évitée par le
changement du sérum. Ainsi, en favorisant des forts niveaux d’infection au laboratoire, nous
avons probablement sous estimé 1’efficacité¢ des candidates TBV en termes de TBA. Les
expériences futures pourront chercher a générer des infections moins fortes pour obtenir en
laboratoire des valeurs de TBA qui sont plus proches de celles qui devraient étre obtenues sur
le terrain. Une étape importante a 1’avenir pour 1’évaluation des candidats TBV sera de
pourvoir traduire des intensités d’infection obtenues au laboratoire (moyennes issues chacune
d’expositions de moustiques a un sang infectieux), avec des moyennes d’infections dans la
nature qui sont les résultats d’infections de moustiques sur un nombre indéterminés de

personnes infectées.

Parallélement a notre sujet spécifique, nous avons contribué a réaliser d’autres travaux traitant
des nouvelles stratégies de lutte contre le paludisme, notamment [’identification des
molécules médicamenteux bloquant la transmission de Plasmodium homme-moustique. Il
s’est agi également d’étudier le colt de I'infection a Plasmodium sur la fécondité et la
longévité des vecteurs dans les différentes conditions environnementales. Les résultats de ces

travaux ont fait ’objet d’articles soumis a publier (annexe 5).

Perspectives

Nos travaux ont confirmé 1’intérét des deux candidats vaccins que sont Pfs25 et Pfs230 et
I’utilisation de virus recombinants pour la formulation de TBV. Dans ce cadre un essai
clinique de phase 1 est prévu pour 2014 au Royaume Uni. Il pourrait constituer une avancée
vers I’utilisation des TBV sur le terrain. L’objectif de 1’essai clinique est d’obtenir des
immunisations a des niveaux supérieurs a ceux obtenus jusqu’a présent puisqu’un effet
proportionnel du titre d’anticorps a été mis en évidence. De plus nos résultats ouvrent des
perspectives dans la co-formulation des molécules vaccinales. Notre ambition & courts termes
est d’étudier I’efficacité de molécules vaccinales multivalentes, profitant de modes d’actions
complémentaires. En effet, les deux candidats TBV Pfs230 et Pfs25 agissent respectivement
au stade gameéte et oocinete du développement sporogonique. Nous envisageons de mesurer

leur effet en association en perspective d’une formulation vaccinale a base de ces deux
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antigeénes. Une telle formulation pourrait avoir I’avantage de bloquer la formation de gamétes,
ou a défaut d’une efficacité totale, de réduire le nombre de parasites pour faciliter leur
¢limination au stade oocinéte par l’effet du second candidat TBV (Pfs25). De méme,
I’antigéne AgAPNI1 de I’estomac de moustique a ¢été identifié¢e comme récepteur pour
I’0oocinéte au cours de son adhésion et sa traversée de la membrane épithéliale. Dans notre
¢tude, les anticorps issus de ce candidat vaccin ont montré une efficacité limitée, mais
d’autres formulations pourraient étre plus efficaces et avoir un mode d’action
complémentaire. Enfin, I’ambition a long terme est d’aboutir a un vaccin agissant a la fois
chez I’homme et chez le moustique. Les candidats TBV en cours d’évaluation pourraient étre
co-formulés ou co-administrés avec des vaccins classiques agissant sur les stades parasitaires
chez I’homme, par exemple le vaccin RTSS, pour potentialiser leur action et ainsi, constituer

un outil efficace pour le contrdle et 1’éradication du paludisme.
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Annexe

Annexe 1

Fiche d’information et de consentement pour les personnes participant a la recherche

Ce document contient :

- Une fiche d’information destinée a expliquer les objectifs de 1’é¢tude, a donner des détails
sur le protocole employé et a informer les volontaires de leur engagement dans 1’¢étude.

- Un accord de consentement éclairé individuel a signer par les parents ou le tuteur légal
qui accepte que son enfant participe a 1’étude.

Nous vous prions de prendre connaissance du contenu de la présente fiche
d’information, ainsi que la fiche de consentement ci-jointe. La fiche d’information explique
vos droits et nos responsabilités dans le cadre de cette étude. La fiche de consentement
sollicite votre participation a la réalisation de cette étude. Si vous avez une quelconque
question relative au contenu de ce document, n’hésitez pas a vous adresser au responsable de
I’équipe: Professeur Jean-Bosco Ouédraogo. Avant toute décision, il est important pour vous
de comprendre pourquoi ce travail de recherche est mené et ce qu’il impliquera. Votre accord
sera confirmé par la signature du formulaire de consentement ci-joint, pour indiquer que vous
avez bien compris le but et contraintes de I'étude.

Nous vous faisons savoir que cette étude a été approuvée par le Comité d'éthique du
Centre Muraz, qui est un comité dont la responsabilité est de s'assurer que les droits de
I'homme et la dignité humaine sont entiérement respectés pendant la conduite de la recherche
et que les intéréts et le bien-étre des participants ont la priorité au-dessus de l'intérét
scientifique.

Tampon du Coordinateur du Project
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Fiche d’Information

Titre de I’étude: Bloquer la transmission du paludisme grace aux vaccins, les
médicaments et la réponse immunitaire des moustiques : déterminer des cibles et leur
efficacité

Investigateurs responsables de I’étude au Burkina Faso: Dr George Christophides
(Imperial College), Grande Bretagne (Principal Investigateur) ; Pr Jean Bosco Ouedraogo
(IRSS) ; Dr. Anna Cohuet (IRD/IRSS) et Dr Louis-Clément Gouagna (IRD).

Sources de financement: Union Européenne

Les objectifs

Nous faisons des recherches sur le paludisme. Cette maladie est trés fréquente dans cette
zone. Les parasites qui sont responsables du paludisme sont transmis par les moustiques
lorsqu’ils piquent la nuit. Si un moustique pique une personne qui a les parasites dans son
sang, il va s’infecter et aprés plusieurs jours, il pourra aller transmettre des parasites a une
nouvelle personne. Les parasites qui peuvent infecter les moustiques s’appellent les
gamétocytes. Nous travaillons sur les moustiques et nous voulons mieux comprendre
comment les parasites se développent chez les moustiques. Nous voulons voir s’il est
possible d’arréter le développement des parasites chez le moustique pour empécher la
maladie de se propager.

Critéres d’inclusion dans I’étude

Nous allons rechercher les porteurs de gamétocytes parmi les enfants agés de 5 a 11 ans. Les
enfants de moins de 5 ans sont exclus du fait de leur vulnérabilité d’une part, et d’autre part
parce qu’il est pratiquement difficile de prélever le sang de leurs veines encore petites. Cette
tranche d’age a été choisie car c’est celle qui comporte le plus de sujets infectés par les
gamétocytes. Si votre enfant est malade, vous devez nous en informer car nous ne pourrons
pas Dlinclure dans DI’enquéte. Par contre votre enfant pourra bénéficier du traitement
antipaludique au méme titre que ceux qui participent a 1’étude.

Votre décision quant a la participation de votre enfant doit étre compleétement
volontaire. Vous devez vous assurez que la participation ou non de votre enfant est votre libre
choix. Vous ne devez recevoir aucune mesure incitative pour la participation a 1I’enquéte.
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Si vous choisissez pour votre enfant de ne pas participer, il ne sera pas prélevé
pour le diagnostic du paludisme. Si vous consentez qu’il soit inclus, vous avez la possibilité a
tout moment de changer d’avis et d’arréter sa participation a 1’enquéte. Votre enfant dans ce
cas conservera ses droits de volontaire.

Protocole d’enquéte parasitologique:

La sélection de ces enfants porteurs de gamétocytes sera effectuée par notre
€quipe avec la participation du CSPS et un représentant local du village. Nous allons venir a
I’école avec 1’équipe médicale de 1’hopital pour effectuer le diagnostic du paludisme aux
enfants. Le diagnostic se fait par la réalisation d’ une goutte épaisse. Ceci consiste a prélever 2
ou 3 gouttes de sang au bout du doigt, a les étaler sur une petite lame de verre et a les laisser
sécher. De retour au laboratoire de diagnostic, la goutte épaisse est colorée et si I’enfant a des
parasites dans son sang, les microscopistes pourront les voir a travers leur microscope. Nous
pourrons voir 2 formes de parasites : 1) les mérozoites, ce sont les parasites qui peuvent
donner la fievre et il faut dans ce cas prendre un traitement, et 2) les gamétocytes, ce sont les
parasites qui infectent les moustiques.

Si votre enfant est infecté par des mérozoites, le médecin lui donnera un traitement
antipaludéen gratuitement. S’il a des gamétocytes, on vous demandera de poursuivre
I’enquéte. Vous devrez amener 1’enfant au centre de recherche IRSS situé¢ a Bobo Dioulasso
ou un prélévement de sang sera effectué¢ au niveau du pli du coude. La quantité de sang
prélevée est équivalente a une cuillere a soupe (5 a 7 ml). Le sang sera utilisé pour nourrir des
moustiques €levés dans notre laboratoire. Le but est d’examiner ces moustiques pour voir s’ils
peuvent s’infecter. Donc une semaine apres, les moustiques, ayant préalablement pris le sang,
seront disséqués pour vérifier s’ils se sont infectés. Le fait que votre enfant possede des
gamétocytes dans son sang indique qu’il est capable d’infecter des moustiques qui vont alors
disséminer la maladie, mais ceci n’indique pas que votre enfant a le paludisme. Il n’aura donc
pas de traitement antipaludéen si on n’a pas identifi¢ de mérozoites dans son sang. Vous-
méme et votre enfant allez serez transportés du village jusqu’au laboratoire et vis versa.

Risques et incommodités:

Cette étude peut comporter quelques contraintes et risques potentiels. Il est de notre devoir de
vous mettre au courant et de vous faire connaitre les dispositions que nous allons prendre
pour minimiser ces risques.

Tout prélévement sera effectué par un agent qualifi€¢ (technicien médical, infirmier, médecin)
avec du matériel stérile et a usage unique (vaccinostyle, seringues). Au moment de la piqlre
au bout du doigt, il est possible que votre enfant ressente une légere douleur, ceci ne
représente aucun risque et la douleur ne dure que quelques secondes. Si votre enfant est
inclus pour une ponction veineuse au niveau du bras, il pourra ressentir une géne au point de
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piqlre au moment du prélévement. La piqlre peut provoquer un petit bleu qui disparaitra en
quelques jours. Le don de la quantité de sang demandée (correspondant a une cuillérée a café)
ne présente véritablement aucun risque qui peut affecter la santé. Etant donné que tous les
prélévements seront effectués par un personnel médical qualifié et expérimenté avec du
matériel stérile a usage unique, le risque de contamination est nul. Votre enfant ne sera pas
expos¢ aux piqlres de moustiques et seul le sang prélevé sera donné aux moustiques
d’¢levage a travers un appareil qui permet de nourrir les moustiques.

Noter que seul le traitement contre le paludisme sera administré gratuitement a tous
ceux qui porte les mérozoites, et ceci conformément aux directives nationales en vigueur.
Votre enfant peut déclencher des effets secondaires a la prise du traitement antipaludéen. Il
peut se plaindre de troubles digestifs, de réactions cutanées ou d’arythmie. Dans ce cas, vous
devez aller voir le médecin de 1’hopital qui collabore dans cette enquéte, il donnera un
traitement approprié. Toute dépense due aux effets secondaires sera prise en charge par le
projet.

Bénéfices:

Si votre enfant participe a 1’étude et qu’il est infecté par le paludisme, il bénéficiera
d’une prise en charge gratuite. On lui délivrera un traitement antipaludique approprié tel que
recommandé par le Programme National de Lutte contre le Paludisme. S’il participe au
prélevement du sang pour les infection expérimentales, le transport aller et retour sera assuré
par un chauffeur de Dlinstitut. Aucun bénéfice direct ne sera percu pour participation a
I’enquéte. Les résultats de cette étude pourront aider la communauté scientifique a mieux
comprendre la transmission du paludisme chez le moustique et comment la transmission de la
maladie peut étre diminuée. De telles mesures pourront étre appliquée dans les zones
endémiques et donc dans la localité¢ actuelle ou cette étude a ¢ét€¢ conduite. Donc, les

générations futures pourront bénéficier des résultats de nos recherches.

Confidentialité

Toute information médicale relative a votre enfant restera privée. Les échantillons de
sang utilisés pour nourrir les moustiques resteront anonymes. Le sang prélevé ne servira en
aucun cas a d’autres études ou manipulations, si des tubes ne sont pas utilisés, ils seront
détruits.

Utilisation des résultats de I’étude

Les résultats de cette étude pourront étre publiés dans une revue médicale. Avant que
ces résultats ne soient publiquement disponibles, une équipe du projet repartira remercier tous
ceux qui auront contribué a la bonne conduite du projet et leur informer des résultats.
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Considérations financiéres

Votre participation a I’étude est entiérement volontaire. Par conséquent, vous ne
recevrez aucune rémunération pour votre participation a 1’é¢tude. Par contre, vous n’aurez pas
a payer de traitement anti-paludéen ou de consultation médicale pour le paludisme pendant la
période d’étude. Les frais de transport si vous devez venir au centre de recherche vous seront
remboursés.

Protection de données individuelles

La confidentialité sera respectée pour toute personne impliquée dans I'é¢tude. Les participants
a I’étude ne seront pas identifiés nommément, ni dans les rapports ni dans les publications.
Tout prélevement de sang sera étiqueté par un code spécifique et considéré par la suite comme
¢chantillon anonyme, c'est-a-dire sans indication permettant d’établir un lien avec l'individu a
partir duquel le sang a été obtenu. Des échantillons de sang ne seront pas utilisés pour des
buts autres que ceux décrits dans les procédures d'étude et a la fin de cette étude de 6 mois,
tout matériel restant sera détruit selon des régles de biosécurité en laboratoire.

Participation volontaire et responsabilité

La participation a cette étude est enticrement libre et volontaire. Vous avez le droit de refuser
de donner votre accord de participation ou celui de votre enfant dans cette étude sans aucune
conséquence ou préjudice. Par ailleurs si vous acceptez de participer a I’étude, vous devrez
respecter les regles et procédures prévues dans les différents protocoles de collecte de sang ou
de moustiques.

Considération de la diversité culturelle

La diversité culturelle, religieuse et linguistique sera respectée en fournissant le consentement
éclairé. Ceci sera traduit en langues locales quand les personnes concernées ne peuvent pas
comprendre le frangais. Nous respecterons toute personne ou groupe de personnes qui, pour
une raison religieuse ou culturelle, ne veulent pas participer.

Signature ou emprunte du pouce

Si vous donnez votre consentement ou avalisez le consentement de votre enfant a cette
¢tude, vous devez signer ou apposer I’empreinte de votre index sur la fiche de consentement.
Ceci prouvera que vous avez treés bien compris les informations et les contraintes de cette
étude et que vous avez décidé volontairement et librement d’y participer.
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Dignité humaine et droits de ’Homme

Nous vous informons que ce projet a été étudi¢ et approuvé par le Comité National
d’Ethique. Le Comité National d’Ethique est un Comité qui a pour tiche de s’assurer que
dans ce projet la dignité et les droits de I’Homme sont respectés et que les intéréts et le bien
étre des volontaires ont la priorité sur I’intérét scientifique.

Personne a contacter en cas de besoins:

Vous pouvez contacter les responsables du programme si vous avez d’autres
interrogations, dés maintenant et méme apres que 1’étude soit commencée. Si vous voulez
posez des questions plus tard, vous pouvez joindre le médecin a I’hdpital, ou le
Coordinateur du Projet a I’adresse suivante :

Professeur JEAN-BOSCO OUEDRAOGO

Institut de Recherche en Science de la Santé, Bobo Dioulasso.

Tel:2098 18 80

Tampon du Coordinateur du Project sur la zone
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Formulaire de consentement éclairé

Je, (nom du parent/tuteur) représentant légal de (nom du

participant) , certifie donner mon consentement libre et éclairé pour la

participation de mon enfant au projet de recherche intitulé « Bloquer la transmission du paludisme
grace aux vaccins, les médicaments et la réponse immunitaire des moustiques : déterminer des cibles
et leur efficacité ».

Je comprends que mon enfant pourra ressentir un léger inconfort au moment de la piqtire et que, bien
que les risques soient mineurs, des effets secondaires au traitement anti- paludisme peuvent survenir
s’il est traité. Je suis conscient qu’il n’y a pas davantage de bénéfices que ceux cités dans la premicre
partie de ce formulaire, ni pour moi ni pour mon enfant.

J’ai lu les informations précédentes, ou elles m’ont été lues. J’ai eu ’opportunité de poser des
questions a ce sujet et on a répondu de manicre satisfaisante a toutes les questions que j’ai posées. J’ai
obtenu le nom des Coordonnateurs du Projet a Bobo-Dioulasso et je peux le joindre si j’ai des
questions supplémentaires concernant les droits de mon enfant.

Je consens volontairement a ce que mon enfant participe a cette étude et je comprends que je
peux retirer mon enfant de I’étude a tout moment sans que cela n’affecte en rien ses bénéfices en

temps que participant de 1’étude.

Nom du participant et Signature du parent ou tuteur
Date

Jour/mois/année

Si illettré
J’ai été témoin d’une lecture précise du formulaire de consentement au parent du participant potentiel
et la personne a eu I’opportunité de poser des questions. Je confirme que la personne a donné

librement son consentement.

Nom du témoin et Signature du témoin ET Empreinte du pouce du parent
Date

Jour/mois/année

Déclaration de I’investigateur : Je confirme que la personne a donné librement son consentement.
Noms Signature
Date

135



Annexe 2 :

Protocole d’extraction de ’ADN sur oocyste (Kit Qiagen : Spin —Column)

Apres isolement individuel d’oocystes de P. falciparum, ils sont conservés dans les tubes

Eppendorf de 0,5ml a -20°C.

14.

15.
16.

. Dans chaque tube de type Eppendorf 0,5 ml, ajouter 180 pl de Buffer ALT + 20ul de

proteinase K ;

Vortexer le mélange et incuber a 56°C pour une lyse compléte pendant 1-3 heures
dans un thermocycler, les échantillons peuvent aussi étres lysés pendant toute la nuit ;
Vortexer 15s ;

Ajouter 200 pl de Buffer AL + 200 ul d’éthanol absolu (100 %) puis mélanger de
nouveau ;

Transférer le mélange dans les colonnes (DNeasy Mini Spin Column) ;

Centrifuger a 9000 tours pendant 1 min ;

Retirer la colonne et la placer dans un nouveau tube ;

Ajouter 500 pl de tampon AW ;

Centrifuger a 9000 tours pendant 1 min ;

. Retirer la colonne et la placer dans un nouveau tube ;
. Ajouter 500 pul de tampon AW2 ;
. Centrifuger a 12 000 tours pendant 3 min ;

. Retirer délicatement la colonne de sorte qu’il n’entre pas en contact avec le liquide

contenu dans le tube ;

Placer chaque colonne dans un tube Eppendorf stérile de 1,5ul, puis ajouter 50 ul de
tampon AE pour I’élution ;

Centrifuger a 9000 r.p.m. pendant 1 minnute ;

retirer les colonnes et conserver 1’¢luat contenu dans le tube de 1,5 pl ;

Conserver ’ADN pour les PCRs a -20°C
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Protocole d’amplification diagnostique de P. falciparum

Amorces
PF1: 5> GGAATGTTATTGCTAACAC 3
PF2: 5> AATGAAGAGCTGTGTATC 3’

Composition du master mix :

Avec la Taq 5 prime, pour un volume final de 15ul par réaction

Réactifs Concentration finale | Pourl rxs a 15ul
Tampon de Taq 10X 1X 1.5 pl
25mM MgCl, 0.5mM 0.4 ul
10mMdNTPeach 0.2 Mm each 0.3 ul
Primer F (10 uM) 5 pmoles 0.5 ul
Primer R (10 uM) 5 pmoles 0.5 ul
Taq DNA polym (5U/ul) 0.5U 0.1ul
DNA template (1 4 Sng/ pl 2.0ul
Programme d’amplification : 94° T 40 1
57 [30 “,1°15%] 35.10°@ 56°C .
3’ « 68° 8°
Tailles attendues I’ ;
1 fragment de 501 bp
1’15
v v
__ 5¢° J
Y
32 cycles
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Annexe 3 : Protocole d’amplification des marqueurs microsatellites de P. falciparum

PCR1:
Composition du “master mix” dans un volume final de 15 pl, avec la Taq polymérase
5 Prime

Réactifs Concentration finale 1rxsalSpl

Tampon de Taq 10 X 1 X 1.50 pl

MgCl 25 mM 1. mM 0.50 ul

10 mM dNTP 0.2 mM (chacun) 0.30 ul

Primer A (10 uM) 1.5 pmoles 0.15 ul

Primer B (10 uM) 1.5 pmoles 0.15 ul

Taq (5 U/pl) 1U 0.20 pl

ddH,0 10.2 pl

DNA (1 a5 ng/pl) 2.00 pl
Programme d’amplification : *

3’ [30%, 30, 30, 40%] 35c 2’ 94°] 94°
94°194°, 42°, 40°, 68° 68°
[ b b b ] 3' 30" 680 680
mE]
30" 30"
* 42°C 40°C *
-
25 cycles
PCR2:
Composition du “master mix” dans un volume final de 15 pl
Réactifs Concentration finale TrxsalSpul

Tampon de Taq 10 X 1 X 1.5 ul

MgCl 25 mM 0.7 mM 04 ul

10 mM dNTP 0.2 mM (chacun) 03 ul

Primer A (10 uM) 4 pmoles 04 ul

Primer Fluo (5 uM) 2 pmoles 04

Taq (5 U/ul) 1U 0.2 pl

ddH,O / 10.3 pl

DNA PCRI 1.5 pul

Amplification d’amplification :

A

940A 94°

3° [30%, 20, 40%] 27¢ 2’
04° [94°,45°,65°]  68° —
3 30"‘ 68° |68°
4012
20"
Y 45°C V
-

138
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Annexe 4 :

» Purification des réactions PCR par AMPure® Agencourt®

1- Mélanger la bouteille d’ AMPure de fagon a bien resuspendre les billes magnétiques
2- Ajouter le volume nécessaire d’AMPure en fonction du volume de PCR selon I’équation :

Volume d’AMPure a ajouter = 1.8 x Volume réactionnel

Volume réaction PCR (ul) Volume d’AMPure (ul)
10 18
20 36
50 90
100 180

3- Mélanger en pipetant une dizaine de fois ou en vortexant 30 secondes et laisser incuber 5

minutes a TA

4- Placer la plaque sur la plaque magnétique SRIPlate 96R et laisser entre 5 et 10 minutes de
fagcon a séparer les billes de la solution. Le temps de séparation dépend de la taille de la

réaction. Attendre que la solution soit claire avant de passer a 1’étape suivante.
5- Aspirer le surnageant doucement de fagon a ne pas prendre de billes.

6- Ajouter 200ul d’Ethanol 70% dans chaque puits et laisser 30 secondes a TA (ne pas
vortexer ni mélanger). Retirer I’Ethanol et recommencer une deuxiéme fois cette opération.

Retirer un maximum d’Ethanol au 2e lavage.
7- Laisser sécher a I’air libre, sur la plaque magnétique, 15 minutes.

8- Retirer de la plaque magnétique et éluer en ajoutant 40ul d’eau dans chaque puits.
Me¢langer ou vortexer. Laisser éluer 3-5 minutes a TA. Remettre sur la plaque magnétique
avant de procéder a la réaction de séquence de fagon a ne pas pipeter de billes magnétiques

qui inhiberaient la réaction.

Dans le cas ou la réaction purifiée doit €tre conservée a -20°C, Agencourt recommande de
transférer I’élution, débarrassée des billes magnétiques, dans un nouveau tube avant de la

congeler.
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Me¢élanger doucement le CleanSeqR par inversion

1- Mettre 10 pl de CleanSeqR dans les 20ul de réaction de séquence et ajouter 42ul Ethanol

85% ; Mélanger en pipetant une dizaine de fois
2- Mettre la plaque de réaction sur la plaque magnétique et laisser a TA 3 minutes
3- Aspirer le surnageant doucement en évitant de prendre les billes avec

4- Ajouter 100ul d’Ethanol 85% et laisser 30 secondes ; jeter I’Ethanol. Pour les réactions de
séquences faites avec 4ul ou plus de BigDye Terminator, un second lavage est nécessaire.

Dans ce cas, procéder de la méme maniére.
5- Laisser sécher a TA entre 10 et 15 minutes.

6- Hors plaque magnétique, ajouter 40ul d’H20 dans chaque puits pour €luer ; mélanger et

laisser 5 minutes a TA

7- Remettre sur la plaque magnétique pour séparer 1’¢luét des billes et prendre 12ul de cet

¢luat pour séquencage direct.

Annexe 5: Les articles
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