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RESUME/SUMMARY

Résumé

Introduction : Les mécanismes immunologiques de l'infection palustre durant la période de
postpartum demeurent largement inexplorés. C'est dans ce contexte que cette étude a été
conduite afin d’étudier la dynamique dans le pospartum des anticorps anti-DBL5 et anti-ID1-
ID2a chez des primipares a nanoro.

Méthodes: Trente-trois primipares (33) ont été recrutées dans une étude de cohorte
prospective et suivies durant 3 mois. Un groupe contréle représenté par seize (16) nulligestes
a été enrblé au cours d’'une étude transversale. Des prélevements sanguins ont été effectués
durant les visites afin de rechercherAmsmodium falciparunpar la microscopie (goutte
épaisse/épaisse frottig) réaliser les tests ELISA.

Résultats : Le suivi de la dynamique en postpartum des niveaux d’anticorps a montré une
diminution du niveau des immunoglobulines G anti-DBL5 et anti-ID1-1D2a avec le temps (P

< 0,001). Il est également ressorti que la survenue du paludisme gestationnel était fortement
associée a une meilleure production d’anticorps anti-VAR2CSA dans le postpartum.

Conclusion : Cette étude a montré une lente clairance des anticorps anti-VAR2CSA dans le
postpartum.

Mots-clés : DBL5, Densité optique, ID1-ID2a, Immunoglobuline G, VAR2CSA

Summary

Introduction : Immunological mechanisms of malaria during the postpartum period remain
largely unexploredSo, we investigate in present study the dynamics irppasim period of
anti-DBL5 and anti-ID1-ID2a antibodies in primiparous in nanoro.

Methods: Thirty-three primiparous (33) were recruited in a prospective cohort study and
followed for 3 months. A control group represented by sixteen (16) nulligests was enrolled in
a cross-sectional study. Blood samples were taken during the visits to iddasfmodium
falciparumby microscopy (thick / thick smear)and to perform ELISA tests.

Results The assessment of antibody levels in post-partum period showed a progressive
decline over time of antibody levels to DBL5 and ID1-ID2a (P <0.001). The results also
showed a strong association between gestational malaria and immunoglobulin G production.
Conclusion This study showed a clearance of anti-VAR2CSA antibodies after pregnancy.
Keywords: DBLS5, Optical Density, ID1-1D2a, Immunoglobulin, FAR2CSA
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INTRODUCTION ET PROBLEMATIQUE

BN

Le contrdle du paludisme a I'échelle mondiale a connu des avancées notables ces derniéres
décennies. Ceci se manifeste par une baisse du nombre des cas et des décés dus a l'infection
plasmodialdWHO 2016). Toutefois, le rapport 2016 de I'OMS reléeve qu’il reste de grands défis

a relever dans le contr6le du paludisme chez des personnes a risque d’infection comme les
femmes enceintes vivant dans les zones d’end@i#O 2016). En effet chaque année, environ

25 millions de femmes africaines vivant dans des régions d’endémie palustre tombent enceintes
et risquent de subir des infections palustres. Ces infections appelées paludisme gestationnel (PG)
sont responsables de pres de 23% de déces mai@ebisour et al. 2010; Huynh etal. 2015)

Le paludisme gestationnel est également responsable de prés de 20% des cas de faible poids de
naissance, entrainant ainsi environ 363 000 cas de déces infantiles chaque année en Afrique sub-
sahariennéGuyatt & Snow 2004; Briand etal. 2016) A ces déces, il faut ajouter les nombreux

cas d’avortements, de prématurités, de mort-nés imputables au paludisme ges{&igraiet

Snow 2004; Briand etal. 2016) Face a ces conséquences néfastes, de nombreuses études ont été
conduites afin de comprendre les bases immunologiques de linfection palustre pendant la
grossesse. Ainsi, il a été montré que la susceptibilité de la femme enceinte au paludisme
s’expliquerait en grande partie par I'abondance de la chondroitine sulfate A (CSA) dans le tissu
placentaire. Plusieurs études ont montré que la CSA est le récepteur placentaire de I'adhésion et
de la séquestration des érythrocytes infectés Rlasmodium falciparundans leplacenta

(Guyatt & Snow 2004; Briand etal. 2016; Fried & Duffy 1996) La liaison avec la CSA est
réalisée par I'antigene VAR2CSA du parasite (ligand) qui est codé par levg@uosaqui est

une variante du genar appartenant a la famille des genes PfENtBdlanti etal. 2003; Salanti

etal. 2004)

Il a également été montré que la protection contre le paludisme gestationnel est fortement
associée a I'antigene VAR2CSA. En effet, I'acquisition d’anticorps dirigés contre cet antigene est
faite principalement pendant la grossesse en réponse a l'infection placé@véantes Salanti

2017; Aitken etal. 2010) La preuve de l'efficacité de cette immunité acquise dans la protection
contre le paludisme gestationnel a été rapportée par des études conduites particulierement en
Afrique (Hviid & Salanti 2017; Aitken et al. 2010) En effet, dans ces études les taux

plasmatiques élevés d'anticorps anti-VAR2CSA en début de grossesse étaient associés a un risque
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réduit de faible poids a la naissance et d’'infections placentaires de longue durée. Ainsi, apres
plusieurs années d’exposition au paludisme gestationnel, les femmes acquierent, une prémunition
contre le paludisme gestationn€lette prémunition est principalement médiée par les anticorps
dirigés contre l'antigene VAR2CSA. Toutes ces études ont permis ces derniéres annees
d’approfondir nos connaissances sur le systéme immunitaire anti-palustre de la femme pendant la
grossesse. Elles ont méme permis d’entrevoir avec un certain optimisme la mise au point d’'un
vaccin efficace contre le paludisme gestationf#elril et al. 2010; Fried & Duffy 2015)
Toutefois, ces études n'ont concerné que la période de la grossesse. En effet, peu d’études ont été
conduites afin de comprendre les mécanismes immunologiques en relation avec linfection
palustre survenant chez la femme apres I'accouche(Mzsiean et al. 2015; Mclean etal.

2016) Pourtant, il existe aprés l'accouchement une période durant laquelle le systeme
immunitaire de la femme se rétablit. Durant cette période de réaménagement du systeme
immunitaire, les femmes sont plus vulnérables aux nouvelles infections palustres et/ou peuvent
étre réinfestées par les parasites résiduels de la grogbtedsan et al. 2016; Diagne efal.

2000)

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris d’analyser la dynamique de la réponse anticorps
dirigée contre des séquences fortement immunogenes (DBL5, ID-ID2a) de I'antigene VAR2CSA

deP. falciparumchez des primipares pendant le postpartum en zone rurale au Burkina Faso
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l. GENERALITES SUR LE PALUDISME

1.1. Le vecteur du paludisme :Anophele femelle

Le paludisme est une protozoose qui est transmise a 'lHomme par un moustique de la famille des
Culicidae et du genreAnopheles Environ 465 especes d’anopheles ont été décrites mais
seulement une soixantaine d’espéces sont impliquées dans la transmission du paludisme.

Au Burkina Faso,Anopheles gambiae, Anopheles funestu®\nopheles arabiensisont les
anopheles vecteurs @&asmodiumSeule la femelle, hématophage, transmet le pa(&itka et

al. 2012) Ces anophéles femelles piquent 'Homme & partir du coucher du soleil avec un
maximum d’activité entre 23 heures et 6 heures. Le développement et la longévité des anopheles
dépendent de la température avec un optimum compris entre 20 et 30°C pour une durée de vie

d’environ 30 jours.

1.2. Le parasite
1.2.1. Taxonomie dePlasmodium

Les parasites responsables du paludisme chez I'Homme sont des protozoaires du genre

PlasmodiumLeur position taxonomique est comme suit :

Regne Animalia
Phylum :Apicomplexa
Classe Sporozoea
Ordre Haemosporida
Famille :Plasmodiidae
Genre Plasmodium
Especes : Plasmodium falciparum
Plasmodium malariae
Plasmodium ovale
Plasmodium vivax

Plasmodium knowlesi
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1.2.2. Cycle évolutif du parasite

Plasmodiunmprésente un cycle évolutif indirect dans lequel les parasites passent par deux hétes
successifs : 'Homme qui est I'n6te intermédiaire et chez qui se produit la reproduction asexuée et

I'anophéle femelle, I'n6te définitif chez qui a lieu la reproduction sexuée (figure 1).

1.2.2.1. Reproduction asexuée ou cycle asexué chez 'lHomme

La reproduction asexuée se subdivise en deux phases: la phase pré-érythrocytaire et la phase

érythrocytaire.

» La phase hépatique ou phase pré-érythrocytaire

L’anophele femelle lors de son repas sanguin inocule les sporozoites a I'Homme. Ces derniers
restent pendant au maximum une quarantaine de minutes dans la peau, la lymphe et le sang. lls
sont détruits en majorité par les macrophages mais certains parviennent a gagner le foie et
envahissent les hépatocytes. Dans les hépatocytes, les sporozoites se transforment en trophozoites
amorcant le début de la phase de multiplication asexuée.

Cette phase est silencieuse sur le plan clinique et dure entre une a deux semaines, donnant le
corps bleu ou schizonte mar comprenant 10 000 & 30 000 mérozoites pré-érythrocytaires.
L’éclatement de I'hépatocyte libére dans le sang les méroA@tadilini 2012; Prudéncio&

Mota 2011)

Dans le cas particulier d& vivax etP. ovale les sporozoites se différencient aussi en des formes
dormantes, les hypnozoites dont la quiescence peut durer entre un et treize mois selon la souche
et 'espece plasmodiale. PoBr falciparumet P. malariag tous les hépatocytes parasités vont
libérer des mérozoites en une seule fois dans la circulation sanguine alors daevpa@xret P.

ovale les passages sanguins peuvent se renouveler a des intervalles de plusieurs mois en raison
de la présence des hypnozoites. La libération des mérozoites dans le sang amorce le début de la

phase érythrocytaire.

» La phase sanguine ou phase érythrocytaire

Les mérozoites libérés des hépatocytes envahissent les érythrocytes ou ils se transforment en

trophozoites. Ces derniers se nourrissent de I'hémoglobine dont les résidus sont visibles sous
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forme de grains de pigment dans le cytoplasme (hémozoine). Le noyau du trophozoite se divise
par schizogonie pour donner ainsi les schizontes.

Les schizontes mdrs (appelés les rosaces) sont libérés apres éclatement des érythrocytes et vont a
leur tour aprés rupture libérer de nouveaux merozoites qui vont infester des hématies saines. La
durée de la phase intra-érythrocytaire varie selon I'espece d'ou la notion de fievrgRierce
falciparum, P. vivax, P. ovalgquarte P. malariag ou quotidienne K. knowlesi (Gentilini

2012)

Apres plusieurs cycles schizogoniques, apparaissent dans les hématies des gamétocytes males et
femelles, selon un mécanisme non encore élucidé. L'apparition de ces gamétocytes a lieu en
général au cours de la deuxieme semaine suivant l'infestation et ces formes peuvent persister
plusieurs semaines aprés la guérison. A la suite d'une nouvelle piglre par un anophéle, les

gameétocytes sont ingérés avec le repas sanguin amorcant ainsi le début de la reproduction sexuée.
1.2.2.2. Reproduction sexuée chez I'anophéle ou cycle sporogonique

L’anophele femelle s’infeste lors de son repas sanguin par ingestion des formes sanguines du
parasite. Ces difféerentes formes seront digérées dans l'estomac du moustique sauf les
gameétocytes qui vont se développer en gametes males et femelles. Apres la fécondation, il se
forme un zygote, qui devient un ookinéte.

Ce dernier va traverser la paroi de I'estomac pour se placer au niveau de la face externe de
I'estomac et se transformer en oocyste. A maturité, I'oocyste éclate pour libérer les sporozoites
qui vont migrer et s’accumuler dans les glandes salivaires de I'i(§&zmbdel 2001)

Lors d’'un nouveau repas sanguin sur un Homme malade ou sain, des sporozoites sont injectes, et
le cycle recommence. La durée du cycle sporogonique est de 10 a 40 jours selon l'espéce
plasmodiale et la température.
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1.2.3. Antigénes de surface d€lasmodium falciparum
1.2.3.1. La protéine PfEMP1

PfEMP1 Plasmodium falciparunmerythrocyte membrane protein 1) est la protéine meédiatrice
dans la formation des rosettes érythrocytaires et dans I'adhérence des érythrocytes infectés (El) a
'endothélium vasculaire des organes de I'f@&eeson & Brown 2002) Cette protéine (200-350
kDa), codée par la famille des gemes (Aird et al. 2014) est présente au hombre de 60 copies
par génome haploide selon la souche parasitaire. Bien que trés polymorphe, PFEMP1 montre un
certain niveau de conservation dans sa structure pringfjgaie 2)qui est constituée d&mith
etal. 2000)

- un segment N-terminal (NTS) ;

- unnombre variable de domaines Duffy binding like (DBL) ;

- une ou deux régions cysteine-rich interdomain (CIDR) ;

- un domaine transmembranaire (TM) ;

- un segment intracellulaire assez conserveé (acidic terminal segment-ATS).

B4 p5Lic | CDR1o | DBL2s [weiDRZpW -\

§3 oBLic | CIDR1c | DBL2: RPN

Figure 2 : Représentation schématique de la structure de PfEMB@in et al. 2010)

Les genesvar sont généralement de trés grande taille (6-13kb) et possédent deux exons. Le
premier code pour la région variable de la partie extracellulaire et le domaine transmembranaire,
tandis que le second code pour la partie intracellulaire de la protéine. Ces génes présentent une
diversité de séquence au niveau du parasite et au sein d’'un méme isolat parasitaire, mais leur

transcription est régulée de maniére a n'avoir quun PfEMP1 exprimé a la surface des
erythrocytes infectés (E(Bcherf etal. 1998)

Le processus de cette régulation transcriptionnelle des gamesst encore mal élucidé. En
présence d'une immunité antérieure contre un variant de PfEMP1, le systeme immunitaire est

capable d'inhiber I'adhérence des EIl. Le parasite va changer et exprimer un autvarggme

Mémoire de master de parasitologie médicale Yerbanga W. Isidore Page 7



maniére a échapper a 'immunité existante. Cette commutation de I'expression desagarias

surface des El n’a pas seulement pour conséquence de modifier le phénotype d’adhérence des El,
mais aussi de perturber le développement des anticorps capables d’interférer avec PfEMP1. Cela
contribue a une construction plus lente de I'immunité naturelle acquise €ntedciparum

(Hviid et al. 2005) La protéine PFEMP1 est donc essentielle dans la pathogenese du paludisme a

P. falciparumet dans l'induction d’'une immunité spécifique.

Les génewvar peuvent étre classés en 5 groupes majeurs (A-E). Cette classification est basée sur
les polymorphismes observés dans les séquences des régions non codantes et des régions
codantes. Plusieurs études ont montré I'existence d’une association entre le groupevdy géne
exprimé a la surface des El et I'expression clinique du paludisme. L'expression degagéless
groupes A et/ou B a été associée a un paludisme simple ou(Kesstli et al. 2006; Kyriacou

et al. 2006) tandis que I'expression de gewar du groupe C a été associée a un paludisme
asymptomatiquéKyriacou et al. 2006).Le gene VAR1CSA(variant surface antigen 1-CSA),

unigue gene appartenant au groupe D, a été initialement associé a I'adhérence des isolats a la
CSA (chondroitin sulfate A), mais ne serait probablement pas exporté a la surfacéRiead|

& Kyes 2004) Le seul membre du groupe E, VAR2C®Aariant surface antigen 2-CSA), est
relaivement conservé et est associé au phénotype des parasites impligués dans le paludisme

placentair§Pehrson etal. 2016).

1.2.3.2. La protéine VAR2CSA

VAR2CSA est une protéine transmembranaire de 350 kDa. Sa partie extracellulaire est composée
d’'un segment N-terminal (NTS) et de 6 domaines DBL (Duffy binding like) appelés DBL1,
DBL2, DBL3, DBL4, DBL5 et DBL6. Ces 6 domaines sont entrecoupés par des inter-domaines
(ID) de taille variable appelés ID1, ID2, ID3, ID4 et ID5. VAR2CSA présente également une
région transmembranaire (TM) et un segment terminal acide (ATS) intracellulaire (figure 3). La
séquence de VAR2CSA composée de linter-domaine 1 (ID1), du domaine DBL2 et de linter-
domaine 2 (ID2) constitue la protéine recombinante ID1-ID2a.

Le genevar2csaqui code pour la protéine VAR2CSA a été identifie comme le seul gene
surexprimé par le parasite a lintérieur des El chez la femme enceinte afin de permettre une

meilleure adhésion de ces derniers a la CSA au niveau du placenta. La protéine VAR2CSA est le
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principal récepteur responsable de I'adhérence des El au pléEerth M et al. 2006) Cette
protéine est reconnue par les anticorps présents chez les femmes enceintes infe§tées par
falciparum Cette capacité de reconnaissance de VAR2CSA augmente avec |g\payivé A

etal. 2011) Des lors, de nombreux travaux de recherche ont visé le développement d’un vaccin a
base de VAR2CSA qui empécherait 'adhérence des El au placenta et protégerait ainsi les
femmes enceintes contre une séquestration place(faieel & Duffy 2015; Bordbar B et al.

2012; Bigey P efal. 2011) Ceci a fait de VAR2CSA la protéine la mieux caractérisée parmi
toutes les protéines PfEMP1. Bien que relativement conservée, VAR2CSA comporte également
des régions fortement polymorphes et semi-conservées dans les domaine€d3Biégions
polymorphes sont exposées en surface et subissent la pression imm(iaaichamou JY et

al. 2016)

Figure 3 : Représentation schématique de la structure de la protéine VAR@Z&AN et al.
2010)

1.3. Diagnostic biologique du paludisme

Il est essentiellement parasitologique mais plusieurs autres méthodes de diagnostic sont

actuellement disponibles.
» Examen microscopique de la goutte épaisse /frottis mince

Il certifie le diagnostic du paludisme en mettant eidénce le parasite dans le sang circulant. Il
demeure la méthode de référence en termes de sensibilité et de spécificité. Il permet de confirmer
la maladie, d’identifier 'espéce plasmodiale en cause et permet un contrle de I'efficacité du

traitement antipaludique par le suivi de la parasitémie.

Cependant, ses performances en termes de sensibilité et de fiabilité dépendent directement de

I'expérience du microscopiste et du niveau de la parasitémie du sujet infecté.
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» La détection d’antigenes du parasite par les tests de diagnostic rapides (TDR)

lIs reposent sur le principe de limmuno-chromatograpkin utilisant des bandelettes

sensibilisées par des anticorps monoclonaux spécifiques détectant des antigenes plasmodiaux.
» Quantitative buffy coat (QBC)

Le principe de cette technique microscopique de flesommece repose sur l'utilisation d’'un

fluorochrome (I'acridine orange) capable de se fixer sur le noyau du parasite.
» La détection des anticorps antipalustres

En zone d’endémie, la sérologie n'a pas de place dadgbnostic des acces palustres aigus en
raison de l'apparition tardive des anticorps (Ac) antipalustres par rapport a I'émergence des

parasites dans le sang.

Le diagnostic sérologique se heurte également a des difficultés d’interprétation. En effet, la
présence d’Ac spécifiques peut témoigner soit d’'une infection palustre évolutive soit d’un
paludisme antérieur dans la mesure ou les Ac peuvent persister 2 & 3 ans apres l'{Biatdion
etal. 2010)

» La détection des acides nucléiques par les techniques d’amplification génique

Il s’agit de la technique la plus sensible. Elle permet de détecter de trésgdarbEemies dans
le sang avec une possibilité de quantification de 'ADN plasmodral utilisant la PCR

quantitative (Siala etal. 2010)

1.4. Stratégie de lutte contre le paludisme

1.41. Prévention du paludisme

La lutte anti-vectorielle reste le principal moyen de réduire la transmission du paludisme au
niveau communautaire. Cette lutte au niveau communautaire est essentiellement basée sur la
pulvérisation d'insecticides a effet rémanent a I'intérieur des habitations.

Au niveau individuel, la protection contre les pigQres de moustiques représente le premier moyen

de défense contre le paludisme. Cette stratégie est surtout basée sur [utilisation des
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moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action (MILDA) dont la couverture
universelle est recommandée par 'OMS.

La chimioprophylaxie chez la femme enceinte avec la sulfadoxine-pyriméthamine constitue aussi
une stratégie de base en matiere de prévention contre le paludisme.

Depuis 2010, I'OMS recommande une intervention supplémentaire pour lutter contre le
paludisme aPlasmodium falciparumla chimio-prévention du paludisme saisonnier (CPS). En
effet, dans la zone sahélienne la mortalité et la morbidité dues au paludisme chez les enfants sont
les plus élevées durant la saison des pluies généralement de courte durée. Cette intervention
consiste a I'administration mensuelle d’un traitement complet avec un médicament antipaludique

efficace durant cette période chez les jeunes enfants.

1.4.2. Traitement du paludisme

En cas de paludisme simple I'objectif du traitement est de guérir I'infestation le plus rapidement
possible. Cela permet de prévenir la progression vers une forme grave et d’éviter une morbidité

résultant d’'un échec thérapeutique.

Les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) sont les traitements actuellement
recommandés pour le traitement du paludisme simple. Les combinaisons recommandées par
'OMS sont : Artéméther-Luméfantrine, Amodiaquine-Artésunate, Artésunate-Méfloquine,

Artésunate-Sulfadoxine-pyriméthamine.

Pour le paludisme grave, le principal objectif est d’éviter une issue fatale, les objectifs
secondaires étant la prévention des séquelles ou d'une recrudescence. L’artésunate en
intraveineuse ou en intra musculaire est le traitement recommandé. L’artéméther ou la quinine
sont des alternatives possibles si I'on ne dispose pas de l'artésunate injectable. Toutefois au
Burkina Faso la quinine garde toujours une place de choix en plus de l'artésunate injectable.

Mémoire de master de parasitologie médicale Yerbanga W. Isidore Page 11



1.5. Paludisme et grossesse

1.5.1. Pathogenese du paludisme gestationnel
» Descrpition du paludisme gestationnel

Le paludisme au cours de la grossesse est I'un des problémes majeurs de santé publique dans les
pays d’endémie palustre au regard de son poids épidémiologique et de sa patl{Dgdiircese

etal. 2010; Rogerson SJ al. 2007) Le risque de paludisme (I'infection et la maladie clinique)

est plus élevé chez les femmes enceintes comparativement aux femmes non enceintes. Cela est
probablement lié aux changements immunologiques et hormonaux associés a la grossesse
combiné avec la capacité des El a se séquestrer dans le p(&mgdeson SJ etl. 2007).Cette
susceptibilité des femmes enceintes a l'infection palustre mais aussi aux infections en général
serait due au processus de développement du foetus et aux interactions de ce dernier avec le
systeme immunitaire de la m&@uleria | 2007). En effet, la grossesse est considérée comme

un état d'équilibre immunologique dans lequel le systeme immunitaire de la mére doit inhiber
tous les mécanismes concourant au rejet du feetus qui est percu comme un « corps étranger » et
aussi maintenir la compétence immunitaire de défense contre les micro-orgaghtumes-

Suano A & Hamilton AB 2011)

Le paludisme gestationnel (PG) est responsable d'une anémie maternelle sévere pouvant
entrainer la mort maternelle, 'avortement spontané, la prématurité, etc. Ces conséquences sont le
résultat de la séquestration massive des El dans le placenta entrainant ainsi une inflammation du
placenta et une perturbation des échanges foeto-mat@ogksrson SJ etl. 2007)

Les facteurs maternels associés au risque de PG sont fonction de I'age maternel, de la parité et de
I'aAge gestationnel. Les jeunes femmes, en particulier les adolescentes, sont plus a risque de faire
un PG que les femmes plus agées, et cela indépendamment de idNpajit&A & Okafor ClI

2006) La différence de susceptibilité associée a la parité a été attribuée d’'une part, a la faible
prolifération des cellules mononuclées du sang des primigestes comparativement aux multigestes.
D’autre part, cette difference s’expliquerait par I'acquisition d’anticorps anti-adhérence,
potentiellement protecteurs retrouvés chez les multigestes mais qui semblent absents ou de
faibles niveaux chez les primigest@dayor A et al. 2011; Fievet etal. 1995) Le pic de
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prévalence du paludisme gestationnel semble se produire au cours du deuxiéme trimestre (13-16
semaines) de grossesse et diminue vers le @mabin 1983).

» Séquestration, récepteurs placentaires et interaction entre VAR2CSA et CSA

Le paludisme gestationnel est caractérisé par la sggties des El dans les espaces intervilleux

du placenta entrainant un paludisme placent&iied & Duffy 1996; Beeson & Brown 2002)

La densité parasitaire (DP) devient plus élevée dans le placenta que dans le sang périphérique. I
a été démontré que le PG est causé par les El qui expriment abondamment a leurs surfaces la
protéine VAR2CSA dont le récepteur CSA est majoritairement présent dans le p{ecenit&

Duffy 1996; Beeson & Brown 2002)

Plusieurs systemes d’expression protéiqgue ont été utilisés pour produire des protéines
recombinantes correspondant & chaque domaine DBL de la protéine VAR2CSA et leur capacité
d’adhérence a la CSA a été évaluée. Parmi les six (06) domaines DBL, quatre (04) (DBL2,
DBL3, DBL5 et DBL6) adherennh vitro a la CSA(Gamain B etal. 2005) L’expression récente

de la totalité de la partie extracellulaire de VAR2CSA a révélé une tres grande affinité et
spécificité d'adhérence a la CSA, plus de mille (1000) fois supérieure a celle des domaines
simples synthétisés précedemmSrivastava etal. 2010) Cette avancée capitale a permis une
meilleure caractérisation des régions de VAR2CSA qui adherent a la CSA. La conformation
générale des domaines DBL est considérée comme relativement stable et elles peuvent agir en
tant que blocs pour former des sites de liaigdolia et al. 2005) La région minimale
d'adhérence a la CSA a été définie dans la partie N-terminale de VAR2CSA et le site de liaison
de base se situe dans le domaine DBL2 et dans certaines parties des ré{tlasdén etal.

2012)

1.5.2. Immunité spécifique du paludisme placentaire

Les antigénes variables de surface (VSA) exprimés a la surface des globules rouges parasités par
P. falciparumsont des cibles privilégiées de lI'immunité protectrice acquise qui se développe
aprés une exposition au paragi@ori MF et al. 2002).Les femmes ayant des antécédents de
paludisme placentaire présentent des anticorps spécifiques anti-VAR2CSA lesquels sont associés
a la protection contre le paludisme lors de grossesses ultér{@tmatsoe T etal. 2004) Ces

anticorps permettent de différencier les femmes primigestes et multigestes dans leur sensibilité au
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paludisme. L'acquisition d’anticorps anti-VAR2CSA est faite pendant la grossesse et il a été
démontré que des taux plasmatiques élevés d'anticorps anti-VAR2CSA en début de grossesse
étaient associés a un risque réduit de faible poids a la naistsalemti et al. 2004) et
d’infections placentaires de longue dur@édam et al. 2006) Le mécanisme humoral de
protection contre le paludisme placentaire implique a la fois, le blocage de l'adhérence des EIl au
placenta et aussi des processus cytophiliques tels que la phagocytose et I'activation du
complémen{Megnekou etal. 2005; Lambert LH etal. 2014)

L'immunité a meédiation cellulaire joue certainement un rdle dans le paludisme placentaire, mais
sa contribution dans la protection demeure trés peu comprise du fait de la rareté d’étude sur le
sujet (Rogerson SJ efal. 2007) Au début de la grossesse il y a un biais dans la polarisation
Th1/Th2 pour faciliter le développement de l'allogreffe fcetale, en favorisant une diminution des
cytokines de type Thl (TNfFet IFNy) ( Raghupathy 1997).Mais il a été démontré que la
sécrétion d’'IFN par les cellules mononuclées du sang intervilleux ainsi que la prolifération de
plusieurs cellules productrices d’liFNsont associées a la protection contre le paludisme

placentairgOthoro C et al. 2008)

Mémoire de master de parasitologie médicale Yerbanga W. Isidore Page 14



Deuxieme paitie :
Natre étude



OBJECTIES DE L'ETUDE

» Objectif général

Etudier la dynamique des anticorps dirigés contre le domaine DBLS5 et la protéine recombinante
ID1-ID2a de l'antigene variant de surface VAR2CSA BEismodium falciparunthez des

primipares pendant le postpartum a Nanoro, Burkina Faso.
» Objectifs spécifiques

< Déterminer les niveaux des immunoglobulines (Ig) 1gG, IgG1 et IgG3 dirigées contre
DBL5 et ID1-ID2a des nulligestes et des primipares au recrutement;

% Déterminer l'effet du paludisme gestationnel sur les niveaux des IgG, IgG1 et IgG3
dirigées contre DBL5 et ID1-ID2a chez les primipares a I'accouchement ;

% Comparer les niveaux des IgG, IgG1 et IgG3 dirigées contre DBL5 et ID1-ID2a des
nulligestes a ceux des primipares ;

% Décrire la dynamique dans le postpartum des niveaux des IgG, IgG1 et IgG3 dirigées

contre DBL5 et ID1-ID2a chez les primipares.
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Il MATERIEL ET METHODES

2.1. Cadre de I'étude

L'étude a été conduite dans l'aire de couverture du systeme de surveillance démographique et de
santé (SSDS) de Nanoro, localité située a 85 kilométres (km) de Ouagadougou. Le SSDS a été
mis en place en 2009 par I'Unité de Recherche Clinique de Nanoro (URCN) pour en faire une
plateforme pouvant permettre la mise en ceuvre d’études liees a la dynamique de la population
humaine et le contrdle des maladies dans le district sanitaire de NBwora et al. 2012) |

couvre actuellement une population d’environ 65550 personnes dont 56,1 % de femmes. La
transmission du paludisme dans la zone est saisonniére avec un pic entre les mois de juillet et

d’octobre.

2.2. Population, période et type d’étude

La population d’étude était composee de femmes primipares et nulligestes vivant dans l'aire de
couverture du SSDS. Les primipares ont été enrdlées au cours d’'une étude de cohorte prospective
qui s’est déroulée du 19 Avril 2014 au 8 Aot 2016. Durant cette méme période, des nulligestes
(groupe contrdle) ont été recrutées au cours d’'une étude transversale dans la méme zone.

Les criteres de non inclusion dans notre étude étaient I'existence d’une parité antérieure ou d’'un
avortement, de toutes maladies pouvant interférer sur l'interprétation des résultats.

Dans le cas patrticulier des nulligestes, nous avons exclu de I'étude, toutes les femmes agées de

moins de 18 ans et/ou ayant une parasitémie positive suite a I'examen microscopique.

2.3.  Echantillonnage et taille de I'échantillon

Cette recherche étant basée principalement sur des comparaisons, la méthode «cluster analysis»
(Genser etal. 2007)a été utilisée pour déterminer la taille de I'échantillon. Cette méthode fixe le
nombre minimum d’individus par groupe entre 5 e{@G@nser etal. 2007) Cela nous a permis

de recruter, 33 participantes dans le groupe des primipares et 16 dans le groupe des nulligestes

soit un total de 49 participantes.
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2.4.  Techniques de laboratoire

2.4.1. Identification des espéces plasmodiales

Le diagnostic des cas d’infection palustre a été fait par la techniqgue de goutte épaisse (GE) et
frottis sanguin (FS). Brievement, une goutte de sang a été déposée sur une lame porte-objet

propre et défibrinée rapidement par un mouvement en spirale a I'aide d’un coin d’une autre lame.

Une seconde goutte déposée sur la lame a été étalée afin d’obtenir un frottis mince. Aprés avoir
fixé le frottis avec du méthanol, les lames ont été colorées avec une solution de Giemsa diluée au

dixieme pendant 10 a 20 minutes puis rincées avec de I'eau tamponnée et séchées.

La lecture des lames s’est faite au microscope optique a I'objectif 100. En cas de positivité de la
goutte épaisse, la densité parasitaire était deternfPo@e.cela, les parasites étaient comptés par
rapport aux leucocytes. Sur la base de 8000 leucocytésffansang sur un bon étalement,
I'expression de la densité parasitaire (DP) est la sui(@NES 2014):

Nombrede parasitescomptésx 8000
Nombredeleucocytecomptés

DP =

Pamsites/uL

2.4.2. Dosage des anticorps par le test ELISA indirect
2.4.2.1. Principe du test ELISA indirect

Le principe du test ELISA indirect est basé sur urag@smmuno-enzymatique qui détecte et/ou
quantifie les anticorps présents dans du sérum ou du plasma. L’antigene spécifique de I'anticorps
recherché est préalablement fixé électrostatiquement dans les puits d’'une plaque de microtitration
et va permettre la capture de I'anticorps. Le complexe immun anticorps-antigéne ainsi formé sera
détecté par I'ajout d’'un anticorps secondaire anti-immunoglobuline. Cet anticorps secondaire est
couplé a une enzyme (peroxydase). En présence de son substrat, I'enzyme va catalyser sa
dégradation et une coloration apparait et I'intensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration d’anticorps recherché dont I'absorbance est mesurée par spectrophotométrie ultra-

violet (UV)-visible.
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2.4.2.2. Procédure du test ELISA indirect avec les antigénes DBL5 et ID1-ID2a

Le dosage des différentes immunoglobulines G a été realisé suivant la méthode décrite en 2000
par John R. CrowthdGenser etal. 2007)

Les réponses immunitaires humorales dirigées contre DBL5 et ID1-ID2a ont été mesurées dans
les plasmas par la technique ELISA indirect.

Avarnt I'analyse de I'ensemble des plasmas, une mise au point préalable de la méthode ELISA par
titration a été effectuée. Ceci a permis la détermination des concentrations optimales d’antigénes
et des plasmas a utiliser.

Les puits des plaques ELISA ont été recouvertes avec une solution a 1 pg/mL d’antigéne (DBL5
ou ID1-ID2a) dans du tampon de PBS (phosphate buffer saline) 1X, puis les plaques ont été
incubées pendant 12 a 24 heures a 4°C. Les plaques ont ensuite été lavées trois fois avec une
solution de PBS-Tween 1X (0,01 M Na phosphate ; 0,15M Nacl ; 0,05 Tween®-20), puis on a
ajouté dans chaque puits 200 d’'une solution de blocage compos#e3 mg de lait écrémé en

poudre dissoute dans 100 mL de solution de PBS 1X. Les plagues ont ensuite été incubées a la
température ambiante pendant 1 a 2 heures.

Aprés le blocage, les puits ont été vidés sans lavage, et une dilution des plasmas au 1/100 a été
ajoutée dans les puits correspondants des plaques qui ont alors été incubées pendant 1 & 2 heures
a la température ambiante. Aprés un cycle de trois lavages, les anticorps secondaires qui étaient
constitués de I'lgG anti-humain de chévre conjugué a la peroxydase (Horseradish Peroxidase :
HRP) de Thermo Fisher Scientific® a été ajouté. Ces anticorps secondaires ont été préalablement
dilués aux 1/10000, 1/2000 et 1/1000 respectivement pour les anticorps anti-lgG-HRP, anti-IgG1-
HRP et IgG3-HRP. Les plaques ont ensuite été incubées a température ambiante pendant 1 a 2
heures, puis lavées 3 fois.

La réaction colorée a été développée en ajoutaniullQfe tetramethyl-benzidine (TMB) dans
chaque puits suivie d'une incubation de 15 a 30 minutes a I'obscurité. Puis, la réaction a été
stoppée en ajoutant 1QQ de solution d’acide sulfurique 2M. Les densités optiques (DO) ont été

lues au spectrophotometre (ELISA-Reader MultiskanTM GO) a la longueur d’onde de 450 nm.
Chaque échantillon a été analysé en paire sur chaque plague et le coefficient de variation (CV) de
chaque paire a été calculé grace au logiciel Skanlt®. Les paires dont le CV était supérieur ou égal

a 15% ont été testées a nouveau. La DO moyenne de chaque échantillon a été calculée grace au
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logiciel Skanlt®. Les DO moyennes bruttes ont été utilisée pour I'analyse des données et pour

I’évaluation des niveaux des immunoglobulines G.

2.5. Collecte et analyse des données

2.5.1. Collecte des données

Le Tableau ci-dessous résume I'ensemble des données collectées au cours de I'étude.

Un test immunologique de la grossesse (TIG) a utilisé pour le diagnostic de la grossesse.

Tableau | : Données collectées chez les participantes

Primipares
Visite 1 Visi'te 2 . Visi'te 3 . .V.NP Nulligestes
(accouchement) (1 mois aprés | (3 mois aprés (visite non
I'accouchement) I'accouchement) programmée)

Age X - - - x
Parité x - - - -
Paludisme gestationnel x - - - -
Nombre de TPI-SP pris pendant 9 i i i i
la grossesse

Test de grossesse - - - - x
VIH et pathologies débilantes x - - - x
Goutte épaisse/Frottis sanguir X x x x x
Test ELISA x x x - x

*TPI-SP : Traitement préventif intermittent par la sulfadoxine-pyriméthamine
2.5.2. Saisie et analyse des données

Les données de I'étude ont été saisies sur un tableur Excel et analysées a 'aide du logiciel R.

Le test de Wilcoxon ou Mann Whitney a été utilisé pour comparer les niveaux d’anticorps anti-
DBL5 et anti-ID1-ID2a des participantes. Le test de Friedman a été utilisé pour comparer les
niveaux des anticorps des primipares au cours des trois visites de suivi.

Les tests statistiques de notre analyse ont été considérés significatifs pour un seuil de p < 0,05.
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2.6. Considérations éthiques

La participation a I'étude était volontaire et précedée par I'obtention d'un consentement libre et
éclairé de toutes les participantes. Tous les cas d’'infection palustre détectés pendant notre étude
ont été traités avec les antipaludiques recommandés au Burkina Faso. Le protocole de I'étude a
recu I'approbation du Comité d’Ethique institutionnel du Centre Muraz a Bobo-Dioulasso (A007-
2014/CEI-CEI-CM du 12 février 2014).
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[I. RESULTATS

3.1. Caractéristiques générales

Au total, 49 participantes ont été incluses dans notre étude dont 16 nulligestes et 33 primipares.
L’age médian des primipares était de 19 ans avec un intervalle interquartile de 18 - 20 ans. L’age
médian des nulligestes était également de 19 ans avec un intervalle interquartile de 18 - 20,25
ans. Parmi les femmes enceintes, 48,50% (16/33) ont déclaré avoir pris au moins 3 doses de
traitement préventif & la sulfadoxine-pyrimetamine (TPI-SP) pendant la grossesse tel que

recommandé par le programme national de lutte contre le paludisme.
3.2. Résultats parasitologiques des primipares
Le tableau Il présente les résultats parasitologiques des primipares au cours du suivi.

Tableau Il : Résultats parasitologues des primipares au cours du suivi

Un mois apres Trois mois aprés

Accouchement (V1) laccouchement (V2) I'accouchement (V3)

Proportion de GE + 9,10% (3/33) 9,10% (3/33) 39,40% (13/33)

(%)

Moyenne de la DP 2627 (1677 ; 5584) 670 (163 ; 2319) 1143 (78 ; 15690)
(trophozoites/uL)

GE + : Goutte épaisse positive DP : Densité parasitaire

Les résultats des examens parasitologiques réalisés a I'accouchement, ont montré que 9,10%
(3/33) des primipares ont présenté une parasitémie positive avec une densité parasitaire (DP)
moyenne (géométrique) de 2627 (min = 1677 ; max = 5584) trophozoites/pL. Un mois apres
I'accouchement, également 9,10% (3/33) de femmes étaient parasitées avec une DP moyenne de
670 (min = 163 ; max = 231%ophozoites/pL. Trois mois apres I'accouchement, la proportion

de femmes parasitées était de 39,40% (13/33) avec une DP moyenne de 1143 (min = 78 ; max =
15690)trophozoites/uL.
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Conformément aux criteres d’inclusion fixés dans le protocole, aucune participante nulligeste

n’était porteuse d’'une infection par falciparuma I'examen microscopique.
3.3. Niveaux des IgG anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a au recrutement

Sur le plan descriptif, les résultats obtenus en ELISA avec les deux antigenes plasmodiaux ont été
analysés en vue de ressortir les caractéristiques de la réactivité des plasmas contre ces antigenes
ainsi que leur dynamique au cours du suivi. La réactivité dirigée contre les antigénes plasmodiaux
des plasmas mesurée en ELISA a donné une large gamme de densités optiques (DO) avec des
valeurs meédianes variables en fonction de I'antigéne et du temps (Figure 4).
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Figure 4: Distribution des réponses anticorps au cours de I'étude

4a: Réponse anticorps au recrutemefit : Réponse anticorps un mois aprées I'accouchement ;
4c: Réponse anticorps trois mois aprés I'accouchement

Les figures 4a, 4b et 4c présentent les niveaux des anti-DBL5 et anti-ID1-1D2a des primipares et

desnulligestes au recrutement.
3.3.1. Niveaux des anticorps anti-DBL5 des primipares et des nulligestes au recrutement

Les densités optiques médianes (DOM) des immunoglobulines G (IgG) anti-DBL5 étaient de
1,420 (1,300; 1,470); 1,250 (1,130; 1,350) et de 1,120 (0,998; 1,190) respectivement pour les
visites V1, V2 et V3 des primipares. Globalement les réactivités de I'lgG étaient nettement
supérieures a celles dirigées contre les isotypes IgG1 et IgG3. Les valeurs médianes des densités
optiques étaient de 0,283 (0,168 ; 0,381) pour la visite V1 et de 0,228 (0,147; 0,300) pour la
visite V2. Enfin, la DOM a V3 de I'lgG1 anti-DBL5 était de 0,161 (0,124; 0,224).
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Les DOM des IgG3 anti-DBL5 étaient de 0,512 (0,449; 0,606), de 0,229 (0,201; 0,323) et de
0,139 (0,118 ; 0,160) respectivement pour les visites V1, V2 et V3 des primipares.

Les DOM des IgG, IgG1 et IgG3 anti-DBL5 des nulligestes étaient respectivement de 1,050
(1.020; 1,090), de 0,071 (0,058 ; 0,113) et de 0,121 (0,100; 0,144).

3.3.2. Niveaux d’anticorps anti-ID1-ID2a des primipares et des nulligestes au recrutement

Les DOM des IgG anti-ID1-ID2a étaient de 1,490 (1,380; 1,610), de 1,260 (1,200; 1,130) et de
1,160 (1,120; 1,220) respectivement pour les visites V1, V2 et V3 des primipares.

La DOM de I'lgG1 anti-ID1-ID2a était de 0,176 (0,148; 0,228) pour la visite V1 et de 0,117
(0,110; 0,162) pour la visite V2. Enfin, la DOM a V3 de I'lgG1 anti-DBL5 était de 0,103 (0,097;
0,132).

Les DOM des IgG3 anti-ID1-ID2a étaient de 0,705 (0,600; 0,763), de 0,321 (0,274; 0,411) et de
0,141 (0,120; 0,241) respectivement pour les visites V1, V2 et V3 des primipares.

Les DOM des IgG, IgG1 et IgG3 anti-ID1-ID2a des nulligestes étaient respectivement de 1,140
(1,070; 1,180), de 0,075 (0,057; 0,117) et 0,126 (0,107; 0,237).

3.4.Effet du paludisme gestationnel sur les niveaux des IgG anti-DBL5 et anti-ID1-1D2a des

primipares a I'accouchement

Les Tableaux Ill et IV présentent les comparaisons des niveaux des anticorps anti-DBL5 et anti-
ID1-ID2a des primipares a I'accouchement en fonction de la présence ou de l'absence de
paludisme gestationnel.

Le paludisme gestationnel a été associé a une augmentation des niveaux des anticorps anti-DBLS5.
En effet, nous avons noté que les primipares ayant présenté des cas de paludisme gestationnel
durant leur grossesse avaient des niveaux d’'immunoglobulines 1gG, IgG1l et IgG3 anti-DBL5
statistiguement plus élevés comparativement, a celles qui n'ont présenté aucun de paludisme

gestationnel durant leur grossesse (p < 0,05).

Par contre, en ce qui concerne les immunoglobulines IgG, IgGl et IgG3 anti-ID1-ID2a, la
présence d’'un paludisme gestationnel dans les antécédents des primiapres a I'accouchement n'a

eu aucun effet sur les niveaux des anticorps (p > 0,05).
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Tableau 11l : Comparaison des niveaux des anticorps anti-DBL5 des primipares a I'accouchement en fonction de la présence ou de

I'absence de paludisme gestationnel

I9G gG 1 I9G 3
Médiane (11Q) P Médiane (11Q) P Médiane (1IQ) P
Paludisme gestationnel + 1,440 (1,390; 1,470) 0,376 (0,258; 0,530) 0,578 (0,504, 0,672)
0,010 0,010 0,03
Paludisme gestationnel - 1,330 (1,240; 1,430) 0,225 (0,153; 0,327) 0,487 (0,418; 0,528)
+= Présence ; - = AbsencHQ : Intervalle interquartile

Tableau 1V: Compmaraison des niveaux des anticorps anti-ID1-ID2a des primipares a I'accouchement en fonction de la présence ou de

I'absence de paludisme gestationnel

[s[€] gG 1 19G 3
Médiane (1IQ) P Médiane (11Q) P Médiane (11Q) P
Paludisme gestationnel + 1,570 (1,390; 1,620) 0,188 (0,150; 0,307) 0,720 (0,623; 0,763)
0,2 0,3 0,6
Paludisme gestationnel - 1,400 (1,350; 1,600) 0,168 (0,146; 0,191) 0,678 (0,587; 0,746)

+ = Présence - = AbsencHQ : Intervalle interquartile
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3.5.Comparaison des niveaux des immunoglobulines G anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a des

nulligestes a ceux des primipares

Les Figures 5 et 6 présentent les niveaux d’anticorps anti-DB&5ulligestes comparés a ceux

desprimipares.
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IgG anti DBL5

Figure 5: Comparaison des niveaux des IgG anti-DBL5 des nulligestes a ceux des primipares

Les niveaux des immunoglobulines 1gG, IgG1 et IgG3 anti-DBL5 des primipares aux visites V1,

V2 et V3 étaient statistiquement plus élevés que ceux des nulligestes (p < 0,001).
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Figure 6 : Comparaison des niveaux des IgG anti-ID1-1D2a des nulligestes a ceux des primipares

Il en était de méme pour les immunoglobulines IgG, IgG1 et IgG3 anti-ID1-ID2a des primipares
pou lesquelles les niveaux étaient également statistiquement supérieurs a ceux des nulligestes (p
< 0,001).
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3.6.Dynamique dans le postpartum des immunoglobines G anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a
chez les primipares
3.6.1. Dynamique dans le postpartum des immunoglobines IgG anti-DBL5 et anti-ID1-

ID2a chez les primipares

La Figure 7 présente la dynamique dans le postpartum des immunoglobulines IgG anti-DBL5 et

anti-ID1-ID2a chez les primipares.
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Figure 7: Dynamique dans le postpartum des IgG anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a chez les

primipares

L’évolution des niveaux des immunoglobulines IgG anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a des primipares
en fonction des visites (V1, V2 et V3) montre une diminution progressive de ces niveaux

d’anticorps avec le temps (p < 0,001).
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3.6.2. Dynamique dans le postpartum des immunoglobines IgG1 anti-DBL5 et anti-ID1-
ID2a chez les primipares

La Figure 9 présente la dynamique dans le postpartum des immunoglobulines IgG1 anti-DBL5 et

anti-ID1-ID2a chez les primipares.
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Figure 8 : Dynamique dans le postpartum des IgGl anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a chez les

primipares

L’analyse de I'évolution des immunoglobulines IgG1 anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a des primipares

montrait également une diminution progressive du niveau de ces anticorps (p < 0,001).
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3.6.3. Dynamique dans le postpartum des immunoglobines IgG3 anti-DBL5 et anti-ID1-
ID2a chez les primipares
La Figure 10 présente la dynamique des immunoglobulines IgG3 anti-DBL5 et anti-ID1-1D2a des

primipares dans le postpartum.
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Figure 9: Dynamique dans le postpartum des IgG3 anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a chez les
primipares

L’analyse de I'évolution des immunoglobulines IgG3 anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a des femmes
dans le postpartum montrait également la méme tendance avec une diminution des niveaux
d’anticorps avec le temps (p < 0,001).
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V. DISCUSSION

4.1. Limites de I'étude

Bien que répondant a des critéres scientifiguement prouves, la taille de notre échantillon demeure
relativement faible. Cela pourrait étre a I'origine d’'un manque de puissance dans notre étude.
Enfin, la non utilisation de la PCR dans le diagnostic du paludisme pourrait étre a I'origine d’'une
sous-estimation des cas de paludisme. En effet, la PCR du fait de sa forte sensibilité permet de

détecter les parasitémies sub-microscopiques.

4.2. Effet du paludisme gestationnel sur les niveaux des IgG anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a

des primipares a I'accouchement

La présence d'un paludisme gestationnel dans les antécédents de la primipare est associée a une
augmentation du niveau des anticorps anti-DBL5. Nos résultats montrent le réle capital joué par

le paludisme gestationnel dans I'inductiond’'une immunité protectrice chez les femmes enceintes.
Nos résultats suivent la méme tendance que ceux de Diaufaet Sénégal. En effet, ces auteurs
rapportent une association entre le paludisme gestationnel et I'augmentation du niveau des
anticorps anti-VAR2CSA.

Par contre, nos résultats sont différents de ceux de Beesbrget ont rapporté I'existence de
I'antigene VAR2CSA en dehors de la gross€Bseson etl. 2007) La preuve de I'existence de

cet antigéne en dehors de la grossesse montre que certaines primigestes pourraient présenter un
certain niveau d’anticorps protecteurs capable d’influencer le cours de I'évolution de I'infection
palustre pendant la grossesse. De plus, selon Hviid et collaborfthuic et al. 2015) les

cellules B mémoires anti-palustres en cas de nouvelles infections sont capables de se réactiver
tres rapidement et de se différencier en cellules plasmocytaires. Ces derniéres vont produire les
anticorps anti-VAR2CSA qui vont éliminer les parasites. Dans ce contexte, il serait intéressant de
conduire des études afin d’évaluer I'impact des cellules B mémoires dans la protection contre le
paludisme gestationnel notamment chez les primigestes. L’existence de I'antigene VAR2CSA en
dehors de la grossesse pourrait accroitre la pression immunitaire sur le parasite et augmenter ainsi
le polymorphisme de I'antigene VAR2CSA.
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Par contre, la présence d'un paludisme gestationnel n'a eu aucun impact sur les niveaux des
anticorps anti-ID1-ID2a. Cela pourrait s’expliquer par l'existence de parasitémies sub-
microscopiques pendant la grossesse. Ces parasitémies qui n’ont pas été prises en compte dans
I'évaluation du paludisme gestationnel dans notre étude pourraient stimuler la production
d’anticorps et induire ainsi un biais dans I'évaluation des données. En effet, seule la microscopie

a eteé utilisée pour le diagnostic du paludisme dans notre étude ce qui pourrait sous-estimer le
nombre de cas de paludisme gestationnel et ainsi modifier 'impact de ce dernier sur les niveaux

d’anticorps a I'accouchement.

4.3. Comparaison des niveaux des IgG anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a des nulligestes a ceux

des primipares

Dans notre étude, les niveaux des anticorps des primipares aux visites V1, V2 et V3 sont
supérieurs a ceux des nulligestes. Nos données montrent le rble capital de la grossesse dans
I'induction de ces anticorps. En effet, les soucheB.dalciparuminfestant les femmes enceintes
expriment en priorité I'antigene VAR2CSA qui a la particularité de présenter un tropisme pour le
placenta. Ainsi, I'interaction entre le systeme immunitaire de la femme et ces souches parasitaires
va entrainer la production d’'une importante quantité d’anticorps dirigés contre I'antigene
VAR2CSA.

Nous avons trouvé que les niveaux d’anticorps des primipares trois mois apres lI'accouchement
sont statistiquement plus élevés que ceux des nulligestes. Cela pourrait indiquer une longue durée
de vie des anticorps anti-DBL5 et anti-ID1-ID2a. Nos résultats suivent la méme tendance que
ceux de McLean et collaborateyidclean etal. 2016)qui rapportent une longue durée de vie

des anticorps dans le postpartum. Par contre, nos résultats sont différents de ceux de Hviid et
Barfod (Hviid & Barfod 2015) qui rapportent une courte durée de vie des anticorps anti-
VAR2CSA. En effet, pour ces auteurs, la protection clinique acquise naturellement contre le
paludisme gestationnel repose sur des cellules B mémoires. Ces cellules en cas de nouvelle
infestation sont capables de se réactiver rapidement pour se différencier en cellules
plasmocytaires productrices d’anticorps anti-VAR2CSA. Cela pourrait expliquer le fait que
certaines multigestes malgré une longue période séparant deux grossesses successives restent
néanmoins mieux protégées que les primigestes. En effet, les données rapportées par Neil-Dunne
et collaborateurs Neil-dunne et al. 2001) montrent que les primigestes développent des
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anticorps anti-adhérence autour de vingt-quatre semaines (24) de grossesse tandis que les
multigestes les développent plus t6t (12 semaines), du fait de la mémoire immunologique.

4.4. Dynamique des IgG anti-DBL5 et anti-ID1-1D2a des primipares dans le postpartum

Les niveaux des anticorps anti-DBL5 et anti-ID-ID2a des primipares aprés I'accouchement ont
diminué avec le temps. Nos résultats viennent confirmer le réle primordial joué par la grossesse
dans l'apparition des souches plasmodiales exprimant en priorité I'antigene VAR2CSA. La
sélection de ce type de souche pendant la grossesse permet au parasite d’échapper au systéme
immunitaire. Cette variation antigénique HEe falciparumrend compte de la susceptibilité des
primigestes au paludisme gestationnel. Cette variabilité antigénique constitue également un frein
a la mise au point d'un vaccin efficace contre le paludisme. La diminution du niveau d’anticorps
s’expliquerait par I'absence ou le faible niveau de I'antigene VAR2CSA dans le postpartum. En
effet, en I'absence de cet antigene, aucune stimulation du systéme immunitaire ne peut étre notée
d’ou une diminution progressive du niveau des anticorps. Nos résultats suivent la méme tendance
que ceux de McLean et collaborate(ivklean etal. 2016)qui rapportent une lente clairance des

anticorps anti-VARCSA dans le postpartum.
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V. Conclusion et perspectives

Cette étude avait pour objectif d’étudier la dynamique des anticorps dirigés contre le domaine
DBL5 et la protéine recombinante ID1-ID2a de I'antigene VAR2CSA® d&alciparumdans la

période du postpartum. Les résultats de I'étude montrent le r6le crucial joué par le paludisme
gestationnel dans la génération de l'antigene VAR2CSA et l'acquisition des anticorps anti-
VAR2CSA.

La durée de vie des anticorps dirigés contre DBL5 et ID1-ID2a dans le postpartum était
relativement longue de plus de trois mois. Toutefois, au regard du risque réduit de paludisme
gestationnel chez les multigestes par rapport aux primigestes malgré les longues périodes qui
séparent souvent deux grossesses successives, il serait intéressant d’évaluer avec précision la
dynamique des anticorps anti-VAR2CSA dans le postpartum. Cela pourrait permettre d’établir le
statut immunitaire anti-VAR2CSA de la femme apres l'accouchement. Il serait également
important d’étudier le réle des cellules B mémoires dans la dynamique de ces anticorps apres
'accouchement ainsi que leur réle dans la constitution de l'immunité protectrice chez les
multigestes.

Le paludisme gestationnel étant capital dans la constitution de lI'immunité protectrice anti-
VAR2CSA chez les femmes enceintes, des études devraient étre conduites afin d'évaluer
I'impact de la stratégie actuelle de lutte contre le paludisme (moustiquaire imprégnée, chimio-
prophylaxie et chimiothérapie antipalustres) sur 'immunité de la femme pendant la grossesse et
aprés l'accouchement. En effet, cette stratégie bien que primordiale dans la lutte contre le
paludisme gestationnel pourrait néanmoins constituer un frein a la mise en place d’une immunité

protectrice lors des grossesses ultérieures.
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ANNEXES

Annexe 1 : Réactifs et solutions et utilisés pour les tests

Préparation des solutions, des antigénes et des anticorps

» Préparation des solutions

- Tampon PBS: une tablette de PBS de Sigma-Aldrich® a été dissoute dans 200 mL d’eau
distillée et le pH a été mesuré. Ce pH doit étre compris entre 7,2 - 7,4 ;

- Solution de lavage (PBS-Tween 1X= 0,01 M Na phosphate ; 0,15M Nacl; 0,05
Tween®-20)elle a été préparée en diluant la solution concentrée de PBS-Tween 20 20X de
Thermo Fisher Scientific®ans de I'eau distillée ;

- Tampon de blocage 3 mg de lait écrémé en poudre sont dissoutes dans 100 mL de
solution de PBS de pH compris entre 7,2 et 7,4 ;

- Tampon de dilution : il est constitué d’'un mélange a égal volume du tampon de blocage et
du PBS-Tween 20 1X;

- Solution d'arrét d’acide sulfurique : Un volume de 800 mL d’eau distillée a été placé
dans une fiole jaugée de 1L, puis 56,11 mL d8® (98,08g/mol) y ont été ajoutes goutte
a goutte. Le volume a été complété a 1L avec de I'eau distillée ;

> Préparation des antigenes

La concentration finale des antigénes étant fixée a 1 pg/mL, nous avons utilisé la formule Ci*Vi
= Cf*Vf avec Ci: concentration initiale, Cf: concentration finale, Vi: volume initial, Vf:
Volume final.

» Préparation des échantillons

Les échantillons ont été dilués au 1/100 soit 1 pL d’antigene et 99 pl de tampon de dilution.
» Préparation des anticorps secondaires

Les immunoglobulines G ont été diluées au 1/10000, 1/20000000 respectivement pour IgG,

IgG1 et IgG3.
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Annexe 2 : Formulaire de consentement éclairé

FICHE DE CONSENTEMENT ECLAIRE
Recrutement des femmes nullipares

Titre de I'étude: “Analyse de la réponse immunitaire anti-palustre chez la femme pendant le postpartum”
Version: VO1 du 24 Février 2014
Centre de recherche : Unité de Recherche Clinique de Nanoro

Cette fiche de consentement éclairé comporte deux parties:
I. Fiche d'information (pour donner les informations sur I'étude aux participantes)
Il. Certificat de consentement éclairé (pour les signatures si vous acceptez de participer)

Veuillez lire attentivement cette fiche d’information et de consentement. Vous étes invitée a participer a une étude
conduite par I'Unité de Recherche Clinigue de Nanoro. Cette fiche d'information explique vos droits et nos
responsabilités envers vous dans le cadre de cette étude. Avant de décider, il est important que vous compreniez
pourquoi cette étude est conduite et ce qu’on vous demande. Vous n’étes pas obligée de décider aujourd’hui. Prenez
le temps de lire ou de vous faire lire cette fiche d'information et de consentement. Si vous avez des questions,
n’hésitez pas a vous adresser a un membre de I'équipe ou a contacter M. TRAORE Ousmane, a I'Unité de Recherche
Clinique de Nanoro ou au numéro suivant : 70 58 99 41.

Vous recevrez une copie signée de ce document qu’on vous demandera de garder avec vous.

Pourguoi menons-nous cette étude ?

L'objectif principal de cette étude est d'identifier les facteurs immunologiques qui influencent la susceptibilité des
primipares aux infections palustres durant la période qui suit immédiatement I'accouchement. Pendant la grossesse,
'immunité de la femme baisse pour favoriser I'’évolution normale de la grossesse. Au méme moment, dans les zones
endémiques, la femme enceinte doit également faire face au paludisme, particulierement les primipares. Certains
pensent qu’aprés lI'accouchement, les femmes semblent revenir a nouveau le méme niveau de risque de faire le
paludisme comparativement aux adultes qui vivent dans les mémes localités. C’est parce qu’il n'y a pas assez
d’information en la matiére que nous menons cette étude pour mieux comprendre la situation qui prévaut sur le plan
immunologique. Cette étude permettra de faire la différence entre le niveau de risque des femmes aprés
I'accouchement et celui des adultes vivant dans les mémes localités. Notre objectif est de recruter 20 femmes adultes
qui ne sont jamais tombées enceintes dans cette étude. Leurs réponses immunitaires seront comparées avec celles de
40 autres femmes qui viennent d’accoucher et qui participaient a une étude (CSMIC-WP2) qui travaillait sur les
femmes enceintes.

A qui il est demandé de participer a cette étude?

Toutes les jeunes filles ou femmes agées d’au moins 18 ans qui vivent dans la zone de Nanoro et qui n'ont pas
encore d’enfants sont invitées a participer a cette étude. Nous voulons recruter 20 participantes chez qui nous
prendrons un échantillon de sang pour comparer sa composition avec celles des femmes qui ont accouché.

Comment I'étude sera conduite?

Dans cette étude 40 femmes seront recrutées a partir de I'étude COSMIC-WP2, et affectées dans 2 deux sous-
groupes différents selon leur résultat diagnostic du paludisme. En plus, 20 jeunes filles ou femmes nullipares non
enceintes et non paludéennes seront recrutées de fagon ponctuelle, et constitueront la population de référence. La
population de référence ne fera pas I'objet de suivi et sera recrutée séquentiellement de sorte a couvrir une année
compléte.

Qu’est-ce qu’on vous demande de faire ?
« Sivous acceptez de participer on vous invitera a la consultation de recrutement ;
« L’infirmiére va vous poser quelques questions, vous examiner et prélever un peu de sang (quelques gouttes) sur
lame de microscope et sur papier filtre pour voir si vous avez le paludisme;
« On vous demandera de faire un examen d’urine pour confirmer que vous n'étes pas enceinte;
» Si aprés ces examens vous étes non paludéenne, non enceinte et nullipare, on vous demandera de venir a I'Unité
de Recherche Clinique de Nanoro pour fournir un échantillon de sang de 10 mL ;
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« Vous recevrez un traitement contre les infections a vers et une moustiquaire imprégnée d'insecticide pour votre
protection contre le paludisme ;

« Vous serez traitée gratuitement si les examens montrent que vous souffrez de paludisme ;

» On vous demandera aussi I'autorisation de conserver votre sang pour des recherches ultérieures puisqu’il se peut
gu’on veuille faire d'autres analyses plus tard. Néanmoins, vous pouvez changer votre avis par rapport a cela
jusqu’a un mois apres la fin de I'étude ;

Est-ce que je cours des risques ou inconvénients en participant ?

Les risques d'une prise de sang sont minimes. Elle peut étre suivie d’'une douleur passagére aprés la pigdre, d'une
ecchymose, d’'une infection de la peau ou, trés rarement, d’'un évanouissement. Nous allons bien nettoyer votre bras
avant de prélever le sang et nous n’utiliserons que des aiguilles neuves. La quantité de sang qu’on va prélever est
trop petite pour jouer sur votre santé. Une Seule fois on vous demandera de donner 10 mL de sang (deux cuillérées a
café), c’est vraiment une petite quantité.

Est-ce que j'ai des avantages en participant ?

Vous n'aurez pas a payer de frais de consultation pour la visite médicale dans le cadre de cette étude. Ceci comprend
la consultation pour paludisme et le test de la grossesse. Tous ces examens seront disponibles gratuitement. En plus,
vous allez recevoir une moustiquaire et un traitement contre les vers. Les nouvelles connaissances obtenues grace a
cette étude permettront a notre pays de prendre des décisions pour une bonne prise en charge des femmes pendant et
apres la grossesse.

Est-ce que je serais réecompensée pour ma participation ?

En ayant connaissance de votre statut palustre durant cette période, vous recevrez une prise en charge selon le
protocole national de prise en charge du paludisme au Burkina Faso.

Vous recevrez une moustiquaire imprégnée d’insecticide pour votre protection contre le paludisme ;

Est-ce que je suis obligée de participer ?

Non. Votre participation a I'étude est entierement volontaire. C’est a vous de choisir. Méme si vous décidez de
participer, vous pourrez toujours retirer votre accord plus tard. Au cours de I'étude on vous transmettra a temps toute
nouvelle information susceptible de faire changer votre volonté a participer.

Si je retire mon consentement, quelles seront les conséquences pour moi ?

Si vous retirez votre consentement avant la fin de I'étude, vous garderez les mémes avantages dont vous auriez
bénéficié en restant dans I'étude. Vous aurez toujours accés aux consultations curatives et a la prise en charge
gratuite du paludisme pendant la durée de votre participation a I'étude.

Est-ce que I'information sera tenue secréte ?

Nous garderons toutes les informations collectées dans cette étude strictement confidentielles. Les informations vous
concernant personnellement ne seront divulguées a personne, y compris a aucun membre de votre famille, sauf sur
votre demande explicite.

Qui sera informé des résultats de I'étude ?

Les résultats de I'étude seront publiés dans des revues scientifiques et présentées a des réunions pour permettre a
d’autres chercheurs d’apprendre a partir de nos résultats. Votre nom n’apparaitra pas dans ces rapports. Nous allons
aussi rapporter nos résultats au ministére de la santé.

Qui contacter ?

Si vous avez encore des questions ou des doutes par rapport a votre participation a I'étude, vous pouvez parler a tout
membre de I'équipe de recherche.

Si vous avez des questions plus tard ou vous pensez que vous avez subi des dommages, veuille#Mcontacter
TRAORE Ousmane a 'URCN, Nanoro Tél. 70 58 99 4L Si vous avez des questions par rapport a vos droits
comme participante a I'étude ou que vous voulez parler de I'étude & quelgu’un qui ne fait pas partie de I'équipe de
cette étude, veuillez contacterDe Abdoulaye OUEDRAOGO (président du Comité d’Ethique du Centre Muraz

de Bobo Dioulasso) a I'adresse suivafig: 20 97 01 02

Que signifie ma signature sur la fiche de consentement ?
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Si vous donnez votre consentement de rester dans I'étude, vous devez signer ou placer votre empreinte digitale sur la
fiche de consentement éclairé écrit. Votre signature ou empreinte signifie que vous avez compris toutes les
informations recues sur I'étude et que vous choisissez librement de continuer, en sachant que vous pouvez vous
retirer plus tard. On vous demandera de signer deux copies de la fiche de consentement, une pour vous-méme et
I'autre pour nos documents.

Certificat de consentement éclairé

Titre de I'étude: “Analyse de la réponse immunitaire anti-palustre chez la femme pendant le postpartum”

J'ai lu la fiche d’information(ou elle m'a été lue) O Oui 0 Non
J'ai eu I'opportunité de poser des questions [ Oui [0 Non
Je suis satisfaite des réponses données a mes questions O Oui 0 Non
Je sais que je peux retirer mon consentement O Oui 0 Non
Je sais que toute information que je donne sera tenue secréte | O Oui [0 Non
Je consens librement a participer a I'étude O Oui 0 Non
Nom en imprimé de la participante Signature Date

Si la participante est illettrée:

Par ma signature je témoigne que la fiche d’'information a été correctement lue a la participante potentielle et qu’elle

a eu l'opportunité de poser des questions. J'atteste que la personne a librement donné son consentement.

Nom en imprimé du témoin Signature Date

Empreinte du pouce (si la
femme nullipare est
incapable de lire et d’écrire)

ET Empreinte digitale de la participante

J'ai lu la fiche d’information a la participante potentielle et je me suis assuré de mon mieux qu’elle a compris le
déroulement de I'étude et son droit de se retirer de I'étude. J'affirme que la participante a eu I'occasion de poser des
guestions sur I'étude et que toutes les questions ont été répondues. J'affirme que la participante n’a pas été forcée a
consentir et que le consentement a été librement donné.

Une copie signée de cette fiche a été remise a la participante.

Nom du chercheur/ de la personne Signature Date
ayant administré le consentement
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Consentement additionnel pour le stockage d’échantillons de sang

Titre de I'étude: “Analyse de la réponse immunitaire anti-palustre chez la femme pendant le postpartum”

Nous voudrions garder une partie des échantillons de sang collectés dans le cadre de cette étude pour éventuellement
faire d'autres tests de laboratoire aprés la fin de I'étude. Nous n'allons pas garder vos échantillons sans votre
autorisation.

Si vous donnez votre accord pour le stockage de vos échantillons, vous pouvez toujours changer d’avis et retirer
I'accord jusqu’a un mois aprés avoir fini I'étude. Si vous voulez faire enlever vos échantillons stockés, vous devriez
contacter M TRAORE Ousmane au numéro de téléphone suivant: 70 58 99 41.

Un mois apreés la fin de I'étude, nous allons enlever votre nom des échantillons. Une fois le nom enlevé, il ne sera
plus possible d’identifier vos échantillons pour les enlever.

Vous pouvez participer a I'étude méme si vous ne voulez pas qu’on garde vos échantillons de sang pour des analyses
plus tard.

Veuillez cocher une des cases ci-dessous pour indiquer si vous acceptez ou non le stockage de vos échantillons.

O NON, je voudrais que mes échantillons de sang soient détruits a la fin de cette étude.
O OUI, je donne l'autorisation de garder mes échantillons de sang de fagcon anonyme pour des recherches
futures.
Nom en imprimé de la participante Signature Date

Si la participante est illettrée:

Par ma signature je témoigne que la fiche d’information sur le stockage d’échantillons de sang a été correctement lue
a la participante potentielle et qu’elle a eu I'opportunité de poser des questions. J'atteste que la personne a librement
donné son consentement.

Nom en imprimé du témoin Signature Date

Empreinte du pouce (si la
femme nullipare est
incapable de lire et d’écrire)

ET Empreinte digitale de la participante

J'ai lu la fiche d’information a la participante potentielle et je me suis assuré de mon mieux qu’elle a compris les
démarches pour le stockage des échantillons de sang et son droit de retirer son accord jusqu’a un mois apres la fin de
I'étude. J'affirme que la participante a eu I'occasion de poser des questions sur le stockage d’échantillons et que
toutes les questions ont été répondues. Jaffirme que la participante n'a pas été forcée a consentir et que le
consentement a été librement donné.

Une copie signée de cette fiche a été remise a la participante.

Nom du chercheur/ de la personne Signature Date
ayant administré le consentement
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Annexe 3 : Approbation du comité d'éthique

MINISTERE DE LA SANTE BURKINA FASO

e 4 o Bregbe e

STCRETARIATGENERAL . MIIRAZ

Comité D'Ethique

NRef L 21-20014/CEI-CM Bobo-Dioulasso, le 25 juiller 2014
Au

Mr Ousmane TRAORE
Investigateur Principal
V/Ref. : Lettre (sans numéro) du 17 juillet 2014
Obijct : Approbation de la version corrigée du protocole

En réponse 4 votre lettre, le CELCM a donné son autorisation pour les modifications apportées au protocole e
aux documents de consentement de |'étude intitulée : « Analyse de la réponse immunitaire anti-palustre chez
Is femme pendant le postpartum (version 2.1 du 24 février 2014) » dont la mise ccuvre avait dejs ot
approuvée (A007-2014 /CEI-CM du 12 février 2014).

Cette autorisation porte sur ©

1. L'adoption de la version corrigée du protocole
2. L'utilisation de la version amendée de la notice d'information et des formulaires de consentement
éclairé pour les participantes a I'étude principale
3. L'utilisation de la fiche d'information et des formulaires de consentement éclairé des participantes
nullipares
Le CEI'CM recommande I'identification d'éventuels amendements de ces documents par des numéros
chronologiques et I'actualisation des numéros et dates des versions amendées du protocole et des
documents de consentement des participants.

Tout en vous souhaitant bonne réception, veuillez agréer, I'expression de ma franche collaboration

Le Président

-Q‘f

- Dr. Abdoulaye QUEDRAOGO

Corvig D Fihugas Iniiptionne! ou Costre Murse. B 150 Bobo-Dyesmss Brarking Faso Tel 1238) 30 97 01 (2 Fan c128) 2097 4 87

Mémoire de master de parasitologie médicale Yerbanga W. Isidore Page vi



MINISTERE DE LA SANTE BURKINA FASO

———— C

entre ; Unité - Progrés - Justice

TCRARATORNERAL MURAZ

Comité D’Ethique

——
N/Réf. L 21-2014/CEI-CM Bobo-Dioulasso, le 25 juillet 2014
Au

Mr Ousmane TRAORE
Investigateur Principal

V/Ref. : Lettre (sans numéro) du 17 juillet 2014

Objet : Approbation de la version corrigee du protocole

En réponse a votre lettre, le CEI-CM a donné son autorisation pour les modifications apportees au protocole et
aux documents de consentement de |'étude intitulée : « Analyse de la réponse immunitaire anti-palustre chez
la femme pendant le postpartum (version 2.1 du 24 février 2014) » dont la mise ceuvre avait deja ete
approuvee (A007-2014/CEI-CM du 12 février 2014).

Cette autorisation porte sur :
1. L'adoption de la version corrigée du protocole
2. L'utilisation de la version amendée de la notice d'information et des formulaires de consentement
éclairé pour les participantes a |'étude principale
3. L'utilisation de la fiche d'information et des formulaires de consentement éclairé des participantes
nullipares
Le CEI-CM recommande l'identification d’éventuels amendements de ces documents par des numéros
chronologiques et l'actualisation des numéros et dates des versions amendées du protocole et des
documents de consentement des participants.

Tout en vous souhaitant bonne réception, veuillez agréer, I'expression de ma franche collaboration.

 Le Président

Comite D'Ethigue Institutionnel du Centre Muraz. BP 390 Bobo-Dioulasso Burkina Faso Tel. (226) 20 97 011 (2 Fax (226) 209704 37
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