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INTRODUCTION

Le paludisme, ou malaria, est la parasitose la plus répandue a travers le monde et constitue un
probléme majeur de santé publique (1). Cette maladie est due a un parasite du genre
Plasmodium dont cinq espéces infectent ’homme (falciparum, malariae, ovale, vivax et
knowlesi). L’agent pathogéne se transmet a 1’homme via des piqures de moustiques infectés,
les anopheles femelles (2).

L’infection a P. falciparum est la plus commune et la plus dangereuse, pouvant conduire a un
paludisme grave qui se décline en diverses pathologies, dont les plus fréquentes sont le
neuropaludisme (ou paludisme cérébral), I’anémie sévére et la détresse respiratoire. Méme
correctement traitées, ces infections peuvent conduire a des séquelles neurologiques ou au déces
du patient. Malgré une diminution du taux de mortalité depuis les années 2010, I’OMS a
enregistré en 2015, 429 000 déceés dus au paludisme, pathologie touchant principalement les
enfants en région africaine (2). La prise en charge repose sur des traitements efficaces a base
d’artémisinine ou de ses dérivés.

Cependant, P. falciparum a su développer des mécanismes de résistance a I’arsenal de
molécules antipaludiques disponibles (1). L’émergence de résistance a 1’artémisinine et seS
dérivés en Asie du Sud-Est rend la situation actuelle critique. 1l est donc urgent de chercher de
nouvelles approches thérapeutiques en particulier contre les formes graves de la maladie, ce qui
nécessite une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de ces différentes

formes cliniques.

Ma thése s’articulera en deux parties. Tout d’abord je présenterai les généralités sur I’infection
palustre puis je développerai mes travaux de recherche effectués durant ma 5™ et 6°™ année
de pharmacie en étudiant le role de la réponse immune cellulaire dans le neuropaludisme chez

des enfants béninois.

Ces travaux de recherche ont pour objectifs de mieux comprendre la physiopathologie du
neuropaludisme dans le but in fine de proposer de nouvelles stratégies de prise en charge de
cette maladie. En effet, malgré un traitement antipaludique efficace a base d’artémisinine, le
taux de létalité du neuropaludisme est estimé a 20% et I’incidence des séquelles neurologiques
entre 4 et 14% (3,4).
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Ainsi, nous avons formulé I’hypothése qu’il existait un profil spécifique du neuropaludisme
impliquant des facteurs socio-culturels et des critéres clinico-biologiques avec notamment la
répartition et 1’état d’activation des cellules de I’immunité (lymphocytes, monocytes, ...). Cette
étude consiste a comparer les aspects socio-culturels, cliniques et immunologiques de patients
présentant un neuropaludisme a un groupe d’anémie sévere (groupe controle de paludisme
grave non cérébral sans tropisme particulier des parasites pour le cerveau), et a un groupe de

paludisme simple, de maniére a identifier les spécificités du neuropaludisme.
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1 PARTIE :

GENERALITES SUR LE PALUDISME
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| - HISTOIRE DE LA MALADIE

Le paludisme, ou malaria, tire son origine du latin palus, paludis, qui signifie « marais », et de

I’italien mal-aria ou « mauvais air ».

La premicére trace d’ADN de Plasmodium a été découverte sur des momies égyptiennes datant
de moins 3000 ans avant JC (5). Les premiers signes cliniques (céphalée, fievre, frisson) ont
été décrits en Egypte dans le papyrus d’Ebers et vers la méme période en Chine. Au IVéme
siecle avant JC, dans « Le Livre des Epidémies » et « Consultations », Hippocrate précise ces
signes cliniques et fait notamment allusion a des crises fébriles. Durant le Moyen-Age, I’Europe
n’a pas été épargnée par le paludisme qui s’étendait de 1’Espagne a la Russie, sans oublier la
France ou il persistera jusqu’au milieu du XX¢éme siecle.

Les premiers traitements a base d’écorce de Quinquina ont été découverts par Don Franscisco
Lopez en 1630 et il faudra attendre jusqu’en 1820 pour que les pharmaciens J. Pelletier et J.B.
Caventou réussissent a isoler la quinine, le principe actif de la plante.

En 1880, le médecin militaire francais Charles Alphonse Laveran identifia dans le sang des
patients fébriles un parasite qu’il nomme Haemamoeba malariae, ce parasite disparaissant
apres administration de quinine (6). Il regut le prix Nobel de médecine en 1907 pour I’ensemble
de ses travaux. Durant I’année 1885, Marchiafava et Celli, deux chercheurs italiens,
confirmeront la découverte de Laveran et nommeront ce parasite Plasmodium.

Le role exact de I’anophéle femelle comme moustique vecteur de la maladie ne sera identifié
qu’en 1897 par le médecin anglais Sir Ronald Ross qui regut le prix Nobel de médecine en 1902
(7). Deux ans plus tard, trois chercheurs italiens, Grassi, Bastianelli et Bignami déecriront le
cycle complet de Plasmodium chez le moustique. Il faudra cependant attendre plus de 20 ans
pour que quatre espéces de Plasmodium capables d’infecter I’lhomme (P. falciparum, vivax,
ovale, malariae) soient décrites et 1930 pour la découverte de P. knowlesi chez le singe. La
culture in vitro de P. falciparum ne sera mise au point qu’en 1976 par W. Trager et J.B. Jensen,
étape clé de la recherche sur le parasite et de nouvelles stratégies thérapeutiques (8). Le cycle

complet du parasite ne sera quant a lui expliqué que dans les années 1980.

Aujourd’hui, malgré des avancées scientifiques majeures, de nombreuses questions sont encore

sans réponse. La recherche vaccinale n’est toujours pas aboutie, et les parasites ont développé
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des mécanismes de résistance a tous les antipaludiques disponibles aujourd’hui. Les recherches
sur le parasite et la réponse de I’hote sont donc essentielles afin de mieux comprendre les

mécanismes physiopathologiques du paludisme.
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Il - IMPACT MONDIAL DU PALUDISME

Le paludisme est un probléme majeur de santé publique et fait partie des 3 maladies prioritaires
de ’OMS avec le VIH/SIDA et la tuberculose. C’est la parasitose la plus répandue a travers le
monde et plus d’un tiers de la population mondiale est actuellement exposée au risque de
paludisme (9). Ces derniéres années, grace a I’utilisation de moustiquaires imprégnées, des
Tests de Diagnostic Rapide (TDR) et du développement de nouveaux traitements dérivés de
I’artémisinine, 1’incidence mondiale du paludisme a diminué (Figure 1). Cependant en 2015, le
paludisme sévissait toujours dans 91 pays avec une incidence de 212 millions de nouveaux cas
et environ 430 000 décés cette méme année, majoritairement dus a Plasmodium falciparum.
C’est en Afrique que le plus grand nombre d’infections est dénombré avec environ 90% des cas
de paludisme et 92% des déces (9).

“«\“
A

Pays endémiques en 2016 Pays endémiques en 2000, plus endémiques en 2016
1 Pays non endémiques en 2000 Non applicable

Figure 1 : Evolution de la répartition mondiale du paludisme entre les années 2000 et 2016
(Rapport sur le paludisme dans le monde, OMS, 2016)

Le paludisme touche principalement les personnes les plus vulnérables :

- les nourrissons, ayant un systeme immunitaire encore incompétent

- les enfants de moins de 5 ans vivant dans les zones ou le paludisme est stable. 1ls représentent
environ 70% des déces dus a P. falciparum, soit environ 300 000 déces en 2015 (un enfant

meurt du paludisme toutes les 2 minutes).
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- les femmes enceintes surtout lors de leur 1°® grossesse. Le paludisme peut alors étre
responsable d’avortements spontanés, d’accouchements prématurés ou de mort-nés mais
¢galement d’anémie sévére et d’autres complications graves chez la mére (la mortalité due au
paludisme grave durant la grossesse est d’environ 50%).

- les personnes immunodéprimeées et notamment celles porteuses du VIH

- les migrants et les voyageurs en zone d’endémie n’ayant pas d’immunité spécifique contre les

parasites du paludisme.

Le paludisme impacte sensiblement le développement du pays dans lequel il sévit, ayant des
conséquences sociales et économiques importantes (1). En effet, il touche majoritairement les
classes sociales les moins favorisées, avec un faible niveau d’éducation qui n’utilisent pas les
moyens de lutte adaptés pour se protéger des piqures de moustiques et qui ont des difficultés
d’accés aux structures de soins (Figure 2). Un récent rapport de I’OMS concernant plus de 20
pays africains a estimé que plus de 35% des enfants présentant une fiévre n’ont pas accés a une
structure de soins leur permettant de bénéficier d’une prise en charge adéquate (10). De plus,
les enfants ayant souffert de paludisme sévére ont plus de difficultés de scolarisation, de par les
séquelles neurologiques éventuelles et de 1’absentéisme scolaire. Pour les mémes raisons, les
adultes atteints de paludisme constituent un frein a la croissance économique de leur pays et

limitent sa productivité.

Estimate of world poverty

Figure 2: Répartition mondiale des pays touchés par la pauvreté et le paludisme (OMS, 2013)
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11 - LE PARASITE

1. Classification

Embranchement : Apicomplexa
Classe : Sporozoea
Sous-classe : Coccidia

Ordre : Eucoccidia

Sous-ordre : Haemosporina
Famille : Plasmodidae

Genre : Plasmodium

L’agent du paludisme, ou Plasmodium, est un protozoaire parasite, c'est-a-dire un organisme
eucaryote unicellulaire, vivant a I’intérieur des cellules de I’homme (hépatocytes puis globules
rouges). Pour pénétrer dans ces cellules, il est doté d’un complexe apical composé de différentes
structures (rhoptries, granules denses, micronémes) participant a 1’invasion et qui permettront
de créer a I’intérieur du globule rouge la vacuole parasitophore qui séparera le parasite du
cytoplasme (Figure 3) (11). Il semblerait que Plasmodium ait la capacité de sélectionner le GR

le plus apte a ’accueillir en fonction de 1’age et de 1’état du GR (12).

Mitochondrion

Plastid Microtubules

Dense granules

Plasma membrane

¢¢¢¢¢¢

’ Pellicular cisterna
s Ribosomes
|Parasitology Today

Figure 3 : Forme sanguine, asexuée, de P. falciparum (Bannister et al, 2000)
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2.  Les différentes espéces de Plasmodium

Sur plus d’une centaine d’espece de Plasmodium actuellement identifiées, cing espéces sont
capables d’infecter I’homme : P. falciparum, vivax, ovale, malariae et knowlesi. Le réservoir
est humain (sauf pour P. knowlesi dont le réservoir est simien). Certains patients peuvent étre

poly-parasités et donc étre infectés simultanément par plusieurs espéces plasmodiales.

2.1) Plasmodium falciparum

P. falciparum est I’espéce la plus largement répandue a travers le monde, sévissant
principalement dans les zones tropicales et inter-tropicales. Sa transmission est stoppée lorsque
les températures descendent en dessous de 20°C, expliquant ainsi 1’absence de paludisme au-
dessus de 1500 métres d’altitude. P. falciparum infecte spécifiquement ’homme et est a
I’origine de la grande majorité des paludismes graves et notamment du neuropaludisme. 1l est
également responsable en France d’environ 80% des cas de paludisme d’importation. Sa durée
d’incubation est d’environ 7 a 12 jours ce qui correspond & la phase hépatique asymptomatique.
Puis I’invasion des GR se traduit par une fievre tierce maligne. L’infection a P. falciparum
évolue sans rechute (il est rare de présenter un acces palustre plus de 2-3 mois aprés le départ
d’une zone d’endémie), soit le patient est traité et guéri, soit il décéde d’un paludisme grave.

Le séquencage complet de P. falciparum a été réalisé en 2002. Ce dernier posséde un matériel
génétique composé de 14 chromosomes et de plus de 5 500 génes. De plus, ce parasite est
caractérisé par un polymorphisme génétique important. Pour la distinction des clones, les
chercheurs se basent sur des protéines codées par des genes polymorphes, c'est-a-dire
comprenant des séquences variables (en taille et/ou en séquence) telles que les protéines de
surface du mérozoite MSP1 et MSP2 (11). Les recombinaisons génétiques, les pressions
immunitaires de I’hdte et de 1’environnement sont a 1’origine de la diversité¢ génétique du
parasite et de ses antigenes. Ce polymorphisme genétique et protéique constitue une stratégie
du parasite pour éviter la réponse immunitaire acquise (production d’anticorps spécifiques) et

développer des mécanismes de résistance aux antipaludiques.

2.2) Plasmodium vivax

P. vivax est une espéce ayant une répartition large (fréquemment retrouvé en Amérique latine,

en Asie, et en Afrique du Nord) mais est absente en Afrique noire. En effet, les GR Duffy
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négatifs, majoritairement retrouvés chez des individus vivant en Afrique sub-saharienne, sont
dépourvus du récepteur membranaire nécessaire a 1’infection par P. vivax. Sa transmission est
interrompue par des températures inférieures a 15°C. C’est un parasite strictement humain
responsable d’une fiévre tierce bénigne pouvant parfois évoluer en paludisme grave. Sa durée
d’incubation est de 15 jours mais des cas de rechutes (également appelées accés de
reviviscence) ont été décrits et peuvent apparaitre jusqu’a 4 ans apres 1’infection. Ces rechutes
sont expliquées par la capacité de ce parasite a s’enkyster dans le foie, formant alors des
hypnozoites et permettant au parasite de survivre. De plus, contrairement a P. falciparum, les
formes sexuées (gamétocytes) de P. vivax, sont rapidement retrouvées dans la circulation
sanguine, avant méme 1’apparition des premiers symptomes, accélérant alors la transmission
palustre (13).

2.3) Plasmodium ovale

P. ovale est trés proche de P. vivax mais sévit ou ce dernier n’est pas, c'est-a-dire en Afrique
noire. Il est également retrouvé dans quelques foyers en Asie du sud-est et dans certaines Tles
du Pacifique. C’est un parasite strictement humain responsable d’une fiévre tierce bénigne,
pouvant parfois entrainer quelques complications graves (14). Sa durée d’incubation est de 15

jours mais il a été observé des cas de rechutes pouvant aller jusqu’a 4 ans aprés 1’infection.

2.4) Plasmodium malariae

P. malariae présente une répartition plus clairsemée mais mondiale. Son hote habituel est
I’homme mais peut également toucher le singe. Il est responsable d’une fiévre quarte bénigne
pouvant parfois entrainer des complications rénales (15). Sa durée d’incubation est de 2-3

semaines avec des rechutes possibles pouvant aller jusqu’a 20 ans apres I’infection.

2.5) Plasmodium knowlesi

P. knowlesi sévit en Asie du Sud-Est. Son hote habituel est le singe macaque mais I’homme
peut étre occasionnellement infecté par ce parasite (16,17). Le diagnostic d’une infection a P.
knowlesi chez I’homme est difficile car le parasite est souvent confondu avec P. malariae ou P.
falciparum (18). L’infection se manifeste par une fievre quotidienne. Des complications sévéeres
peuvent apparaitre et devront donc étre traitées rapidement comme des cas de P. falciparum. Il

n’existe aujourd’hui aucune chimioresistance décrite pour ce parasite.
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IV — EPIDEMIOLOGIE

1. Le vecteur

Le paludisme est transmis a I’homme par I’intermédiaire d’un vecteur : 1’anophele femelle
(Figure 4). Parmi les 400 espéces d’anopheles décrites dans la littérature, toutes ne sont pas
capables de transmettre le paludisme (2). On en compte cependant une trentaine dont les
principales sont Anopheles gambiae, en Afrique, Anopheles darlingi en Amérique du Sud et
Anopheles stephensi en Asie.

Les anopheles se développent dans des zones chaudes et humides, expliquant ainsi I’importante
prévalence du paludisme dans ces zones. Leurs gites sont retrouvés dans les crevasses, les
rochers, le sol, ... La femelle n’est fécondée qu’une seule fois par 1’anophéle male. Leur
reproduction se fait dans 1’eau ou la femelle va venir pondre ses ceufs. Ils se transformeront
alors en larves aquatiques, et a la suite de 4 mues successives en nymphes puis en anophéles
adultes (19). La durée de vie d’un adulte est de seulement quelques semaines et dépend
fortement des conditions environnementales, notamment de la température. Sa longévité aura
ainsi des conséquences sur ’efficacité de la transmission du parasite et donc de la maladie. De
plus, la surface d’action des anophéles ne dépasse pas deux kilometres, ce qui explique les
différences de prévalence du paludisme entre deux zones géographiquement proches (2).
Seule la femelle est hématophage. Elle pique I’homme et se nourrit de son sang pour la
maturation de ses ceufs. L’anophéle femelle pique le soir et la nuit, attirée par le CO2, et le
sébum dégagé par les hommes. Une seule piqlre infectante par Plasmodium, silencieuse et
indolore, suffit a transmettre le paludisme (19). Le moustique joue donc le rdle de vecteur de la

maladie, et ’homme de réservoir du parasite.

Figure 4 : Anophéle femelle, moustique vecteur du paludisme (https://moustiques.fr)
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2. Cycle de développement (Figure 5)

2.1) Cycle asexué chez I’homme

Chez I’homme (hote intermédiaire) le parasite effectue 2 cycles asexués (ou schizogoniques).
Le premier est un cycle hépatique (ou exo-érythrocytaire), totalement asymptomatique. Il n’a
lieu qu’une fois et dure de 1 a 3 semaines selon 1’espéce. Il débute au cours du repas sanguin
de I’anophéle femelle. Le moustique parasité injecte a 1’homme quelques dizaines de
sporozoites (ou formes infestantes) qui migrent rapidement jusqu’au foie via la circulation
sanguine. Durant cette courte période, les parasites sont visibles par le systeme immunitaire de
I’hote et peuvent donc étre éliminés par des mécanismes de phagocytose. Une fois a I’intérieur
des hépatocytes de ’homme, les parasites ne sont plus vulnérables et peuvent donc assurer leur
multiplication et leur maturation. Dans le foie, les sporozoites deviennent des hépatozoites qui,
aprés maturation se transforment en schizontes exo-erythrocytaires, appelés corps bleus (20).
Dans le cas de P. vivax et ovale, les parasites peuvent rester quiescents dans les hépatocytes,
sous la forme d’hypnozoites, expliquant ainsi les phénoménes de rechute observés pour ces
espéces et absents pour P. falciparum. Ce phénoméne n’a jamais été observé pour P. malariae
qui présente cependant des accés de reviviscence tardifs jusqu’a 20 ans aprés ’infection.
Apres une phase de maturation et de multiplication, les cellules hépatocytaires vont éclater

libérant ainsi dans la circulation sanguine des milliers de mérozoites (21).

Le second cycle chez I’homme est un cycle sanguin (ou érythrocytaire) pouvant s’effectuer
plusieurs fois. Il dure 48h pour P. falciparum, vivax et ovale, et 72h pour P. malariae, ces
périodicités correspondent aux différents pics febriles observes lors des acceés palustres.

Le cycle débute par la pénétration par endocytose des mérozoites dans les GR de I’homme. Ils
vont rapidement évoluer en différentes phases: en anneau (ou bague a chaton), puis en
trophozoites et en schizontes endo-érythrocytaires. Ces derniers dégradent I’hémoglobine (Hb)
en hémozoine, pigment malarique pyrogene responsable des acces fébriles et formant des amas
pigmentaires intracytoplasmiques. Apres maturation et multiplication, les schizontes se
transforment en corps en rosace conduisant a 1’éclatement des GR infectés (GRi) et a la
libération de mérozoites dans la circulation sanguine qui pourront alors infecter de nouveaux
globules rouges (20,21). Aprés un certain nombre de cycle ou suite a un stress, les parasites
peuvent évoluer en gamétocytes male (macrogamétocyte) et femelle (microgamétocyte) qui

resteront dans la circulation sanguine 10 a 15 jours dans le but d’étre récupéres par un moustique
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sain lors de son repas sanguin. Contrairement a P. falciparum, les gamétocytes de P. vivax sont

tres vite présents dans la circulation sanguine accélérant donc la transmission palustre (13).

2.2) Cycle sexué chez le moustique

Chez I’anophéle femelle, 1’h6te définitif, le parasite réalise son cycle sexué (ou sporogonique),
qui dure entre 10 et 20 jours. Dans I’estomac du moustique, sous I’influence de la diminution
de la température, d’une augmentation du pH et de la présence d’acide xanthurinique, les
gamétocytes ingérés évoluent en gametes male (mobile car exflagellation) et femelle qui vont
fusionner pour donner un ookinéte (petit ceuf mobile) (20). Ce dernier passera par effraction
I’épithélium de I’estomac et se transformera en oocyste (ceuf immobile) apres fixation dans la
paroi externe de I’estomac du moustique, moins de 24h apres le repas sanguin du moustique.
Aprés multiplication, 1’oocyste évoluera en sporocyste contenant environ 10 000 sporozoites
(formes infestantes) qui seront libérés dans la cavité générale du moustique entre 4 et 15 jours
apres le repas sanguin et migreront jusqu’a ses glandes salivaires dans I’attente d’un futur repas

sanguin (21).
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3. Les différents modes de transmission palustre

3.1) Contamination par le vecteur

* Le paludisme autochtone : C’est une infection contractée dans une zone d’endémie palustre.
Dans les zones hyperendémiques, le paludisme survient surtout chez les femmes enceintes, les
enfants de 6 mois & 10 ans et les immunodéprimés. Les personnes vivant dans ces zones
d’hyperendémicité auront en effet développé une réponse anticorps (AC) spécifique de la
population plasmodiale de la zone au bout d’une dizaine d’années (22,23). Les nouveau-nés et
nourrissons sont quant a eux protégés par les AC maternels ainsi que par leur Hb feetale qui ne

convient pas au développement de Plasmodium.

* Le paludisme d’importation : 1l correspond a une infection palustre observée hors zone
d’endémie chez une personne revenant d’une zone d’endémie. En France, le nombre de cas de
paludisme d’importation s’éléve a environ 5 000 par an dont quelques dizaines de paludismes

graves. Il est donc impératif de diagnostiquer et traiter ces patients en urgence.

* Le paludisme des aéroports : Rare, il correspond a une infection palustre contractée via des

anopheles ayant été transportés par avion depuis une zone de transmission.

3.2) Paludisme transfusionnel

Les cing especes de Plasmodium infectant ’homme peuvent étre transmises lors d’une
contamination par le sang : lors d’une transfusion, suite & un accident d’exposition au sang ou
lors du partage de seringue chez les usagers de drogues par intra-veineuse (V).

Plasmodium étant un parasite intra-érythrocytaire, sa viabilité dépend donc de celle des GR.
Ainsi, le risque de transmission du paludisme existe uniquement lors d’une contamination a
partir de sang frais avec des GR intacts. La conservation des poches de sang au réfrigérateur ne
permet pas de tuer les parasites qui peuvent résister environ 2 semaines a 4°C (24). C’est
pourquoi en France, la recherche du parasite est systématique pour chaque don de sang.
Malheureusement, dans la plupart des pays ou le paludisme est endémique, ce dépistage n’est

pas réaliseé, sous-évaluant I’impact de cette voie de contamination.
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3.3) Paludisme congénital ou transplacentaire

Durant la grossesse, les parasites peuvent étre transmis d’une mere infectée a son feetus via le
sang du cordon. Cependant ce mode de transmission est rare et les parasites transmis au

nourrisson peu viables étant donné leur incapacité a digérer I’hémoglobine feetale.

4. Repartition géographique du paludisme

4.1) Zones d’endémicité palustre

L’intensité de la transmission dépend de facteurs du parasite, de 1’hote, du vecteur mais
¢galement de I’environnement. La transmission est plus intense dans les zones ou les
moustiques vecteurs vivent plus longtemps et ou ils piquent les humains plutdt que les animaux
(ce qui est notamment le cas en Afrique). Cette transmission dépend également de
I’environnement et principalement du climat (température adéquate, pourcentage d’humidité,
pluies, faible altitude). En général, il n’y a pas de transmission dans les centres-villes de grandes
agglomérations, la transmission sévissant plutot en périphérie et dans les zones rurales. De plus,
les caractéristiques génétiques et immunitaires des populations exposées au paludisme
influencent fortement la transmission du parasite (enfants de moins de 5 ans, mouvement de
populations non immunisées, spécificité génétique conférant aux individus un facteur
protecteur ou de gravité palustre, ...).

Ainsi, en fonction de ces critéres, différentes zones d’endémicité palustre ont été définies :

Tableau 1 : Classification des zones d’endémicité palustre

Prévalence a P.
. . . : Type de
Zones Transmission Premunition falciparum entre )
paludisme
2et9ans
Holoendémique | Intense toute I’année | Solide _
Paludisme
o Intense avec o > 50%
Hyperendémique o ) . Significative stable
variation saisonniére
Mésoendémique | Variable Peu significative | Entre 11 et 50% | Paludisme
Hypoendémique | Faible Nulle <10% instable
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4.1.1/ L’Europe

L’Europe est la premiére région au monde a étre parvenue a éliminer le paludisme (25). Entre
1995 et 2015, le nombre de cas autochtones recensés est passé de 90 712 (principalement en
Europe de I’Est) a 0 cas (26). Une surveillance accrue est encore en cours afin d’éviter une
possible réintroduction du paludisme en Europe. Cependant, sous 1’effet de la mondialisation
et de la multiplication des échanges internationaux, des cas de paludismes d’importation ou
d’aéroport sont toujours constatés.

Le paludisme a disparu de France meétropolitaine depuis 1930 et de Corse depuis 1970.
Cependant on dénombre encore des cas de paludisme d’importation, et la France est
actuellement le premier pays européen touché par ce mode de transmission palustre. Chaque
année, environ 5000 cas sont pris en charge dont une centaine de paludismes graves et une
dizaine de cas mortels. La grande majorité des cas, principalement dus a P. falciparum, se
développe chez des migrants originaires d’Afrique de I’Ouest et Centrale. Le paludisme reste

encore présent dans certains DOM-TOM et notamment en Guyane frangaise et a Mayotte.
4.1.2/ L’ Afrique

L’ Afrique, et principalement I’ Afrique sub-saharienne, est le continent le plus largement touché
par le paludisme, regroupant 90% des cas mondiaux de paludisme. Elle rassemble une trés
grande majorité des paludismes graves a P. falciparum, mais P. ovale et P. malariae (de
maniere plus sporadique) sont également présents. Si I’lle de 1a Réunion ne présente aucun cas
de paludisme autochtone, la maladie est néanmoins présente a Mayotte.

Le Bénin, situé¢ en Afrique de I’Ouest, et qui constitue le site d’étude de mes travaux de thése,
présente un climat tropical chaud et humide avec une saison seche et une saison des pluies
favorable a la transmission palustre (environ 60 piqures infestantes d’anopheles / homme / an)
(27,28). Environ 97% des cas sont dus a P. falciparum et 2% a P. malariae. Dans ce pays, le
paludisme est la 1% cause de consultation dans les centres de santé (40% des consultations chez
les enfants de moins de 5 ans) (29). C’est également une des principales causes d hospitalisation
(environ 30%) et constitue 3% des décés chez les enfants de moins de 5 ans. L’incidence du
paludisme est de 12% chez les adultes, 46% chez les enfants de moins d’un an et 22% chez les
moins de 5 ans. Le neuropaludisme constitue la majorité des cas de paludisme chez les enfants

avec une incidence d’environ 36% chez les moins d’un an et 19% chez les moins de 5 ans.
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4.1.3/ L’Amérique

L’ Amérique du Nord, y compris Saint-Pierre-et-Miquelon a réussi a éliminer le paludisme mais
ce dernier reste encore présent en Amérique centrale ou prédomine P. vivax. Dans les Antilles,
le paludisme est absent de la Martinique et de la Guadeloupe mais reste présent en République
Dominicaine et en Haiti. En Amérique du Sud, ou sévit P. falciparum et P. vivax, le paludisme
est retrouvé en bordure des cours d’eau et de la forét Amazonienne, et notamment en Guyane
frangaise. En revanche il est absent aux abords de la Cordillére des Andes du fait de 1’altitude

trop élevée.
4.1.4/ L’ Asie

L’Asie du Sud-Est est loin d’étre exemptée de paludisme. Malgré un niveau de transmission
plus faible qu’en Afrique sub-saharienne, P. falciparum, P. vivax et P. knowlesi sont présents.
De plus, cette zone est le berceau des mécanismes de résistance aux antipaludiques qui diffusent
historiquement d’Est en Ouest. Cependant, en 2016, une cartographie mondiale de la résistance
a Dartémisinine (étude KARMA) a confirmé qu’aucune résistance a cette molécule et ses
dérivés n’a atteint I’ Afrique, la résistance étant pour 1’instant uniquement localisée en Asie du
Sud-Est (30).

4.1.5/ L’Océanie

En Océanie, la présence de paludisme est variable en fonction des iles. L’ Australie, 1a Nouvelle-
Zélande, ainsi que la Nouvelle Calédonie, la Polynésie francaise et Wallis-et-Futuna sont
indemnes de paludisme. D’autres iles en revanche présentent une forte transmission palustre

comme la Papouasie-Nouvelle-Guinée.
4.1.6/ Le Proche et Moyen-Orient

Dans cette région, la transmission de P. falciparum ou de P. vivax varie d’un pays a I’autre. Si
le paludisme est présent sur la cote ouest de la péninsule arabique et au Yémen, certains pays
ne présentent que trés peu de cas comme la Syrie ou les Emirats arabes unis et d’autres sont

totalement indemnes comme le Liban ou la Jordanie.

4.2) Classification épidémiologique

Une classification des régions impaludées a été établie en se basant sur leur stabilité palustre :
paludisme stable, intermédiaire ou instable. 1l a également été défini des facies
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épidémiologiques du paludisme pour I’ Afrique inter-tropicale, correspondant a un ensemble de
lieux présentant une incidence, une prévalence, une stabilité palustre et un niveau de

transmission similaires (31).
4.2.1/ Paludisme stable

* Le faciés equatorial : correspond a des zones forestiéres et savanes post-forestieres d’ Afrique
centrale. La transmission est trés intense (environ 1000 piqures infestantes / personne / an) et
dure toute ’année. La trés grande majorité des habitants de ces régions présente une parasitémie
ainsi qu’une forte prémunition des 1’dge de 5 ans.

* Le faciés tropical : correspond a des zones de savanes humides. La transmission est intense
(environ 100 a 400 piqures infestantes / personne / an) avec quelques variations saisonniéres et

une prémunition observée vers 1’age de 10 ans. Le Bénin peut étre inclus dans ce facies.
4.2.2/ Paludisme intermédiaire

* Le facies sahélien : correspond a des zones de savanes seches. La transmission y est plus
variable et saisonniere (environ 2 a 20 piqures infestantes / personne / an), et la prémunition

plus longue a se développer.

4.2.3/ Paludisme instable

* Le facies désertique, le faciés austral (correspondant a des plateaux du sud-africains) et le
faciées montagnard (correspondant a des zones a plus de 1000 métres d’altitude): la
transmission est faible et courte et aucune prémunition ne s’établit. Ainsi, de fortes épidémies

sont observées chez 1I’ensemble de la population lors des pics de transmission.
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V — PHYSIOPATOLOGIE ET
SYMPTOMATOLOGIE

1.  Physiopathologie générale

Apres une phase hépatique, le parasite envahit les GR de I’lhomme. Pour se développer, il utilise
les ressources de 1’hdte en consommant et dégradant notamment 1’hémoglobine. La membrane
du GR infecté (GRIi) est alors altérée. Sa morphologie et sa composition changent. De plus, le
GRi exprime a sa surface des protéines parasitaires appelées antigénes variants de surface
(VSA), notamment la protéine PfEMP1 (Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane
Protein 1) codée par une famille de 60 genes var et localisée au niveau de protubérances
appelées knobs (32,33). Le GRi présente ainsi un contour irrégulier, plus antigénigue et moins
déformable.

De par ses 60 genes, PFEMP1 présente une variabilité antigénique qui rend la tache complexe
a la réponse immune pour la production d’anticorps (AC) spécifiques efficaces. Ces protéines
conditionnent la virulence du parasite et leur localisation dans les différents organes. Elles
participent a la séquestration des hématies infectées dans les organes profonds (cerveau, rate,
foie) en interagissant avec les récepteurs membranaires des cellules endothéliales tapissant les
vaisseaux sanguins. Aprés multiplication du parasite dans 1’hématie, celle-ci éclate, induisant
une hémolyse et libérant les mérozoites qui iront infecter de nouvelles hématies, mais également
le pigment malarique (ou hémozoine), des facteurs parasitaires, des glycoprotéines et

glycolipides (GPI), etc...
2. Facteurs humains de sensibilité a I’infection

2.1) La réponse immunitaire de I’hote

L’homme ne développe jamais d’immunité totale pour le paludisme. Cependant, avec 1’age, et
a force d’exposition réguliére au parasite, les populations vivant dans des zones de forte
endémie palustre développent une certaine immunité protectrice, acquise et partielle, face au

parasite, on appelle cela la prémunition. Cette derniére s’acquiert au bout de plusieurs années
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d’exposition et dépend des espéces plasmodiales et de la fréquence des piqares (22,34). Elle
n’empéche pas de contracter la maladie (elle est dite non stérilisante) mais permet a 1’organisme
de lutter plus rapidement et plus efficacement contre I’infection et ainsi de développer des
formes palustres moins graves. Les adultes vivant en zone d’endémicité palustre peuvent étre
asymptomatiques, portant des parasites de Plasmodium et préservant sa transmission et sa
dissémination dans la population (35). Il s’agit donc d’une immunité contre la maladie mais pas
contre le parasite lui-méme. Cette prémunition disparait lors d’un arrét de 1’exposition aux
pigdres. Le risque est donc important pour les émigrés ayant effectués un séjour hors d’une
zone endémique (1 a 2 ans) et qui reviennent dans une zone de transmission palustre. De méme,
les enfants agés de 6 mois a 6 ans n’ont pas encore développé cette immunité acquise et sont
donc plus vulnérables aux accés palustres graves (23). Les nouveau-nés sont quant a eux
protégés par les anticorps maternels durant les 6 premiers mois de leur vie. Enfin, durant la

grossesse, la prémunition est partiellement perdue.

La prémunition s’explique en partie par la production d’AC ciblant les antigénes (Ag)
parasitaires de Plasmodium et principalement ceux situés a la surface du GRi. Ces Ag possedent
une grande variabilité génétique permettant ainsi au parasite d’échapper aux réponses
immunitaires de 1’hdte. Les protéines les plus étudiées sont la PFEMP1, la protéine Rifin qui
serait responsable du phénomene de rosetting, les protéines de surface du mérozoite (MSP1,
MSP2, MSP3) jouant un rdle essentiel lors de I’invasion des GR par le parasite, et le
circumsporozoite (CSP) retrouvé a la surface des sporozoites et favorisant la cytoadhérence du
parasite aux cellules hépatiques ou stomacales du moustique (11).

Les AC peuvent agir a différents niveaux : 1/ directement sur les Ag parasitaires, (comme
MSP1) empéchant alors 1’adhésion et/ou I’internalisation du parasite dans le GR, 2/ en
perturbant le développement du parasite a I’intérieur du GR via des transporteurs, 3/ en agissant
avec d’autres éléments du systéme immunitaire, notamment les leucocytes.

IIs jouent un réle majeur dans la résolution de I’infection palustre. En effet, des expériences ont
montré qu’une forte réduction de parasitémie et des manifestations cliniques est constatée apres
transfert d’ Immunoglobulines G (IgG) a des enfants atteints de paludisme (36). Les 1gG1 et
IgG3, ciblant les protéines MSP1 et MSP2, ont déja montré leur importance lors de la lutte
contre I’infection palustre (37). En effet, ces IgG1 et 1gG3 jouent un role dans le mécanisme
d’opsonisation nécessaire a la résolution de I’infection (38). En revanche les 1gG2 et 1gG4
semblent bloquer cette opsonisation et joueraient donc un rdle délétére (39,40). Un taux élevé

d’IgE a également été corrélé a une mauvaise évolution clinique (41,42).
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2.2) Facteurs génétiques

Certains facteurs généetiques jouent un réle déterminant dans la pathologie palustre et conferent
aux individus concernés une réponse immune naturelle mais partielle contre le paludisme. Les

principales anomalies génétiques liées au GR sont détaillées ci-dessous :

* Drépanocytose :

La drépanocytose, ou anémie falciforme, est caractérisée par une forme anormale de
I’hémoglobine (HbS), qui va se cristalliser et conduire a une déeformation des GR qui adopteront
une forme plus allongée. Le parasite a ainsi plus de difficulté a pénétrer et se développer
correctement a I’intérieur des hématies. Les personnes portant la mutation homozygote S/S sur
le géne de I’Hb présentent une maladie chronique grave, alors que les porteurs de la mutation
hétérozygote (A/S) sont asymptomatiques. Le trait drépanocytaire (A/S) est associé a une

protection partielle du paludisme, en particulier des formes graves (43,44).

* Déficit en Glucose-6 Phosphate Déshydrogénase (G6PD) et paludisme :
Le déficit en G6PD, ou favisme, participe a la résolution de I’infection palustre en luttant contre
le stress oxydant dans les globules rouges. Un déficit enzymatique permettrait donc une

évolution clinique favorable (45).

* Groupe sanguin et paludisme : Des études ont mis en évidence que le groupe sanguin O
apporterait une certaine protection contre le paludisme grave (46,47).

* Systéme immunogene Duffy et paludisme :

En Afrique, certaines personnes portent le géne Duffy négatif, c'est-a-dire que leurs GR ne
présentent pas a leurs surfaces la molécule du groupe Duffy nécessaire a la pénétration du
parasite, ils sont alors résistants a P. vivax (48). Cela explique alors la forte proportion de ces
populations en Afrique mais également 1’absence de P. vivax dans ces zones de forte endémicité

palustre.

3. Tableaux cliniques et biologiques

Le cycle intra-hépatique du parasite correspond a la phase d’incubation et est cliniquement

asymptomatique. C’est lors du cycle intra-érythrocytaire que les signes cliniques apparaissent.

34



3.1) Acces palustre simple

C’est la forme clinique la plus fréquente qui se définit par un diagnostic positif (voir les
différents types de diagnostic, chapitre VI-Diagnostic) et I’expression de manifestations
cliniques palustres sans complications.

Le tableau clinique est assez variable et non spécifique au paludisme. Un paludisme simple
débute par une forte fiévre pouvant dépasser 40°C et est souvent associé a un syndrome pseudo-
grippal avec apparition de céphalées, myalgies, troubles digestifs (douleur abdominale,
vomissement, diarrhée). Une hépatosplénomégalie (augmentation du volume du foie et de la
rate due a une forte activité phagocytaire) est parfois observée, tout comme une coloration
foncée des urines traduisant une hémoglobinurie. Une thrombopénie ainsi qu’une anémie et
parfois une leucopénie sont des signes biologiques fréquemment rencontrés, de méme qu’un
syndrome inflammatoire, une hémolyse ainsi qu’une cytolyse hépatique.

Avec la synchronisation du cycle intra-érythrocytaire et 1’éclatement des GR, la fiévre
initialement continue évolue et devient une fievre périodique avec des pics fébriles. Ces pics
sont caractérisés par I’enchainement de différents symptomes qui sont généralement identiques
chez un méme malade : début brutal puis frisson (fievre > 39°C, dure 1h), chaleur (fiévre >
40°C, dure 3-4h) et sueur et hypothermie (baisse de la température, dure 2-4h) puis euphorie.
Selon les espéces de Plasmodium, la chronicité des pics fébriles n’est pas la méme. En effet, on
observe une fievre tierce (J1-J3-J5-J7) avec P. falciparum, vivax et ovale (cycle de 48h) et une
fievre quarte (J1-J4-J7-J10) avec P. malariae (cycle de 72h). P. knowlesi présente quant a lui
une fiévre quotidienne (cycle de 24h).

A ce stade de I’infection, les tableaux cliniques et biologiques sont non spécifiques et ne
permettent pas de connaitre 1’évolution de la pathologie. Or, la plupart des acces graves de
paludisme débute par un accés simple qui évolue vers des complications. Si elle n’est pas
diagnostiquée rapidement et traitée correctement, une infection a P. falciparum évolue en
infection mortelle, et un paludisme grave traité reste fatal dans environ 20 a 30% des cas (3).
C’est pour cela que le diagnostic du paludisme est une urgence médicale : toute fievre chez un

patient de retour d’une zone d’endémie palustre est un paludisme jusqu’a preuve du contraire.

3.2) Acces palustres graves a P. falciparum

Les acces palustres graves, définis par la défaillance d’un organe vital ou par I’infection du

placenta, sont majoritairement dus a P. falciparum. Quelques cas de paludisme sévére a P. vivax
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et P. knowlesi ont néanmoins été observés (16,17). Une infection palustre provoquée par P.
ovale ou P. malariae peut causer des complications séveéres mais met rarement en danger la vie
des patients. Les individus les plus a risque sont ceux qui n’ont pas développé d’immunité
spécifique contre les parasites, ¢’est-a-dire : les enfants de moins de 5 ans, les migrants et les
voyageurs non immunisés, les personnes immunodéprimées dont les porteurs du VIH, et les
femmes enceintes primipares. La survenue d’accés palustres graves peut s’expliquer par
différents facteurs : la diversité génétique et immunitaire de I’homme et du parasite, mais

également les facteurs sociaux (acces aux soins) et environnementaux (niveau de transmission).

L’OMS a défini les critéres précis du paludisme grave, servant de base aux recherches
épidémiologiques. Par définition, un paludisme grave non placentaire est caractérisé par la
présence de formes parasitaires asexuées et la présence d’un ou plusieurs des critéres suivants

(4,14) :

» Troubles de la conscience : score de Glasgow < 11 (chez I’adulte) et un score de
Blantyre (SB) < 3 (chez I’enfant)

» Defaillance neurologique : obnubilation, confusion, somnolence, prostration (faiblesse
généralisée : patient incapable de s’assoir, de se tenir debout, de marcher sans
assistance)

» Convulsions répétées (> 2 épisodes en 24h)

A\

Défaillance respiratoire : PaO2/FiO2 < 300 mmHg (si ventilation mécanique) et PaO» <
60 mmHg et/ou SpO2 < 90% en air ambiant et/ou polypnée > 32/min (si non ventilé),
signes radiologiques

Acidose : bicarbonate plasmatique < 15 mmol/l ou acidémie avec pH < 7,35
Hyperlactatémie : lactate > 5 mmol/l

Hypoglycémie : glucose sanguin ou plasmatique < 2,2 mmol/Il

YV V V V

Anémie sévére : Hb <5 g/dl ou un hématocrite < 15% chez I’enfant de moins de 12 ans

et une Hb < 7 g/dl ou un hématocrite < 20% chez I’adulte, avec une densité parasitaire

(DP) > 10 000/ul de sang

> Lésion rénale aigué : créatinine plasmatique ou sérique > 265 pumol/l ou urée sanguine
> 20 mmol/Il

» Hémoglobinurie

> Ictere clinique : bilirubine plasmatique ou sérique > 50 pmol/l avec une DP > 100 000/ul

de sang

» Anomalies hémorragiques
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» Collapsus circulatoire ou choc, tension artérielle systolique < 80 mm Hg chez 1’adulte
et < 50 mm Hg chez I’enfant
> Hyperparasitémie : parasitémie a P. falciparum > 10% (soit environ 400 000/pl de sang)

Le lien entre la DP et le devenir clinique du patient différe en fonction des zones de transmission
palustre. En effet, dans les zones de faible transmission, la mortalité augmente pour des
parasitémies supérieures a 2,5% (soit une DP > 100 000/pul) alors que ce seuil est beaucoup plus
élevé dans les zones de forte transmission ou une meilleure tolérance du parasite est observée.

Une parasitémie > 20% est dans tous les cas considérée comme un facteur de risque de déces.

Le tableau clinique et biologique du paludisme grave est différent entre I’adulte et I’enfant. 11
est nécessaire pour le personnel soignant de bien les identifier afin de pouvoir améliorer le

diagnostic et la prise en charge rapide de leurs patients (Tableau 2).

Tableau 2 : Signes et symptomes du paludisme grave chez 1’adulte et I’enfant (Prise en

charge du paludisme grave, Guide pratique, OMS, 2013)

Signe ou symptome
Durée de la maladie

Détresse respiratoire/
Respiration profonde
(acidose)

Convulsions

Hypertonies (rigidité de
décortication/
décérébration/

attitude en opisthotonos)

Prostration/obnubilation
Disparition du coma

Séquelles neurologiques
apres un neuropaludisme

Ictere

Hypoglycémie
Acidose métabolique
CEdéme pulmonaire
Insuffisance rénale

Pression d’ouverture lors
de la ponction lombaire

Troubles du
saignement/de la
coagulation

Infection bactérienne
invasive (co-infection)

Adulte
5-7 jours

Fréquente

Fréquentes
(12%)

Peu fréquentes

Fréquente
2-4 jours

Peu fréquentes
(1 %)

Fréquent

Moins fréquente
Fréquente

Peu fréquent
Fréquente
Normale en
géneral
Jusqu'a 10 %

Peu fréquente
(<5 %)

Enfant

Plus courte
(1-2jours)

Fréquente

Tres fréquentes
(30 %)

Fréquentes

Fréquente
Rapide (1-2 jours)

Fréquentes
(5-30%)

Peu fréquent
Fréquente
Fréquente
Rare

Rare

Augmentée en
général
Rares

Fréquente (10 %)

' D'apres des études sur des adultes et des enfants en Asie du

Sud-Est et des enfants africains.®’
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3.2.1/ Neuropaludisme

Cette forme clinique, également appelée encéphalite aigué fébrile, est uniquement due a P.
falciparum. Elle touche principalement les personnes vulnérables sur un plan immunitaire,
majoritairement les enfants de moins de 5 ans. Selon les individus, elle peut débuter de facon
progressive ou brutale et est caractérisée par I’apparition d’une forte fievre (jusqu’a 41°C), des
convulsions, des troubles neurologiques (hypotonie), des troubles de la conscience (coma),
potentiellement associés a des manifestations viscérales (hépato-splénomégalie) et a une
détresse respiratoire. D’autres signes biologiques peuvent étre mis en évidence tels qu’une
anémie, une hémolyse, une thrombopénie, parfois une hyperleucocytose et une neutropénie.
L’évolution du neuropaludisme dépend de la rapidité du diagnostic et de la prise en charge du
patient. Malgré un traitement efficace, il peut conduire a des séquelles neurologiques dans 4 a

10 % des cas ou au déces du patient en 2 ou 3 jours dans environ 20% des cas.
3.2.2/ Anémie sévere palustre

L’anémie sévére est définie par un taux d’Hb < 5g/dl ou un hématocrite < 15%. Elle est souvent
rencontrée lors d’un neuropaludisme et peut étre associée a des états de confusion, d’agitation

et a une acidose métabolique. Elle est corrélée a de fortes DP.
3.2.3/ Autres types d’accés palustres graves

* La détresse respiratoire (acidose) : L’acidose métabolique est caractérisée par une respiration
profonde avec tirage intercostal dans la partie inférieure de la cage thoracique. Elle est souvent

associée au neuropaludisme ou a une anémie sévere.

* L’hypoglycémie (glycémie < 2,2 mmol/l) : Elle est souvent observée chez les enfants
malnutris, dans le coma ou présentant une acidose métabolique. Chez 1’adulte elle peut résulter

de la prise de quinine qui induit une hyper-insulinémie.
3.2.4/ Paludisme viscéral évolutif = paludisme chronique

Cette forme clinique touche principalement les personnes insuffisamment prémunies et
exposées de facon répétée au parasite (enfants des zones d’endémie, expatriés avec une
chimioprophylaxie inefficace), ou présentant des souches résistantes a la chloroquine. Elle est
caractérisée par une fievre modérée, associée a une anémie, une dypsnée, une splénomégalie et
une cytopénie. Elle correspond a un emballement des défenses de 1’hote détruisant les parasites

et les cellules et tissus humains. Si elle est correctement traitée, son évolution est favorable.
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3.2.5/ Fievre bilieuse hémoglobinurique

Cette forme clinique due a P. falciparum reste rare. Elle est la conséquence d’une mauvaise
prise de quinine (mésusage d’une chimioprophylaxie a base de quinine par exemple) et conduit
a une hémolyse intravasculaire brutale et donc a une anémie profonde. Elle est caractérisée par
un état de prostration et des lombalgies, associées a une forte fiévre, un ictére hémolytique, des
urines foncées (forte hémoglobinurie) puis a une anurie (blocage rénal). Les conséquences
peuvent étre dramatiques avec un coma et une insuffisance rénale conduisant au déces du

patient dans environ 30% des cas.
3.2.6/ Paludisme de la femme enceinte

Le paludisme de la femme enceinte ou paludisme placentaire ou paludisme gestationnel, est
considéré comme un paludisme grave que la femme présente ou non des symptdmes de gravité,
étant donné le risque encouru pour la mére et I’enfant. Les conséquences les plus fréquentes
sont un faible poids a la naissance du nouveau-neé et une anémie sévére chez la mere pendant la
grossesse. Il est également responsable d’avortements spontanés, d’accouchements prématurés
et d’enfants mort-nés. L’anémie sévere chez la mere en fin de grossesse est fréquemment
associée a un risque accru d’hémorragie lors de 1’accouchement et donc a 1’augmentation de la
mortalité périnatale. Une hypoglycémie et un cedéme pulmonaire sont des signes récurrents, de
méme que I’augmentation des risques de co-infection et de complications obstétricales. Une
surveillance étroite est recommandée pour éviter toute aggravation clinique.

La séquestration massive de P. falciparum dans le placenta pourrait considérablement affecter
les échanges entre la mere et le foetus, et expliquer la fréquence des faibles poids de naissance
au sein des enfants nés de meéres infectées. La mortalité due au paludisme durant la grossesse
est d’environ 50%. Les femmes primipares ont plus de risque de déevelopper un paludisme que

les multipares.
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VI - DIAGNOSTIC

La période d’incubation de la maladie, cliniquement asymptomatique, correspond au cycle
hépatique du parasite chez I’homme. Le diagnostic est donc lié au cycle intra-érythrocytaire et
a I’apparition des premicres manifestations cliniques.

Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques. Un diagnostic rapide
est essentiel pour une prise en charge efficace du patient et ainsi éviter des possibles

complications.
1. Diagnostic de présomption

1.1) Interrogatoire du patient : Séjour en zone d’endémie

La premiére étape du diagnostic est d’identifier si le patient a séjourné en zone d’endémicité
palustre. L’identification de la zone géographique permet de mieux cibler 1’espéce plasmodiale

potentiellement mise en cause et de procéder a une prise en charge adaptée au patient.

1.2) Examen clinique

Le tableau clinique du paludisme (fiévre, syndrome pseudo-grippal, hépato-splénomégalie,
complications neurologiques, ...) n’est pas spécifique de cette maladie et s’apparente a
beaucoup d’autres pathologies (grippe, infection du systéme nerveux, méningite, septicémie,
pneumonie, d’autres parasitoses, ...). Le diagnostic clinique est donc assez difficile et nécessite
de prendre en compte I’ensemble des potentiels diagnostics différentiels (autres causes de fievre

au retour d’une zone inter-tropicale ou étiologies de fieévres aigues).

1.3) Examen biologique : NFS

Bien que peu specifiques, différents signes biologiques peuvent orienter le diagnostic vers une
infection palustre, les principaux sont décrits ci-dessous :

- Une thrombocytopénie (plaquettes < 150 000/mm3) traduisant une séquestration des
plaquettes dans les capillaires sanguins, trés fréquente lors d’une infection par P. falciparum et

beaucoup moins pour les autres especes.
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- Une anémie progressive, apparaissant seulement lors de la synchronisation du cycle avec
I’éclatement simultané des GR libérant alors de forte quantité d’hémoglobine.

- Une hémoglobinurie

- Une leucopénie ou leucocytose

- Un syndrome inflammatoire correspondant a une augmentation de la CRP (Protéine C-

Réactive)

2.  Diagnostic de certitude

Aucun élément des tableaux clinique et biologique n’est spécifique de 1’infection palustre. Il
est donc nécessaire d’effectuer au plus vite un diagnostic de certitude. Ce dernier consiste a
identifier la présence des différentes formes parasitaires durant la phase intra-érythrocytaire par

prélevement sanguin. 1l doit étre réalisé en urgence, sans attendre de pic fébrile.

2.1) Examens microscopiques

L’examen microscopique est la technique de référence pour le diagnostic du paludisme. Il existe
deux méthodes complémentaires : le frottis sanguin (FS) et la goutte épaisse (GE) (Figure 6).
Ces deux méthodes nécessitent les compétences d’un biologiste qualifié et la présence de
matériel adéquat (microscope, lame, produit de coloration). Si le diagnostic s’avere négatif, la
lecture doit étre répétée afin de limiter les faux négatifs. La surveillance de la DP en début de
traitement est essentielle afin d’évaluer 1’efficacité du médicament antipaludique administré et

identifier de potentielles résistances.

* Le frottis mince : Une goutte de sang du patient est étalée sur une lame de microscope puis
colorée au May Grimwald Giemsa (MGG). Cette technique permet de mesurer la DP du patient
et a ’avantage de pouvoir établir un diagnostic d’espece en identifiant les différentes formes
parasitaires présentes au microscope a immersion. Les parasites sont en effet visibles a
I’intérieur du GR ce qui permet de distinguer les éventuelles granulations caracteristiques des

especes.

* La goutte épaisse : C’est une technique de micro-concentration qui permet une meilleure
limite de détection (identification du parasite méme en cas de faible parasitémie) mais n’est pas
idéale pour le diagnostic d’espéce car les GR sont éclatés (lecture aprés hémolyse) et les

parasites extracellulaires.
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Figure 6 : Frottis sanguin (a gauche) et goutte épaisse (a droite). (CIRAD)

2.2) Le test de diagnostic rapide, ou TDR

Ce test est facile a effectuer, rapide et fiable. 1l consiste a rechercher des Ag plasmodiaux
circulants. Ainsi, ces tests ne sont pas utilisés pour surveiller et évaluer I’efficacité du traitement
administré au patient car ils peuvent se révéler positifs jusqu’a 4 semaines apres 1’élimination
des parasites. Les TDR ne remplacent pas la mise en évidence directe des parasites et leur
comptage par FS/GE mais offrent un diagnostic qualitatif rapide dont la sensibilité est
supérieure a celle de la microscopie, directement liée a I’expérience du technicien. Il présente
¢galement I’avantage d’une réalisation facile sans matériel particulier.

Les TDR utilisent une technique d’immunochromatographie : ils sont réalisés sur bandelette a
I’aide d’un AC monoclonal (Figure 7).

Dans la majorité des cas, les TDR visent I’antigéne HRP-2 (Histidin-Rich-Protein 2) spécifique
de P. falciparum qui a la propriété de disparaitre lentement de 1’organisme. D’autres TDR
ciblent des enzymes parasitaires, ou d’autres protéines plasmodiales telles que la pLDH
(Plasmodium lactate deshydrogenase) ou 1’aldolase. La grande majorité des TDR s’orientent
specifiquement vers le diagnostic de P. falciparum mais il en existe d’autres permettant de

détecter les autres espéces plasmodiales et notamment P. vivax.
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Figure 7 : Principe d’un Test de Diagnostic Rapide (TDR) du paludisme. (« Bonnes Pratiques
relatives au choix et a I’achat des tests de diagnostic rapide du paludisme », OMS, 2012)

2.3) La PCR (Polymerase Chain Reaction)

Cette technique d’amplification génique a I’avantage de présenter de tres fortes sensibilité
(supérieure a 90%) et spécificité (quasiment 100%), permettant la détection de Plasmodium
mémes lors de trés faibles parasitémies. Elle est particulierement utile pour évaluer les
résistances et pour des recherches épidémiologiques mais n’est pas effectuée en routine pour le
diagnostic d’urgence car son délai de reéalisation est trop long et colteux, nécessitant un

équipement sophistiqué de biologie moléculaire et du personnel de laboratoire formé.
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3. Diagnostic sérologique

Le diagnostic sérologique n’est pas réalisé en urgence car I’identification d’anticorps chez le
patient ne traduit pas forcément une infection actuelle mais souligne un contact préalable avec
le parasite. Il est principalement réalise afin de diagnostiquer de facon rétrospective une
infection palustre et de prévenir les cas de paludisme transfusionnel par le contrdle des poches
de sang. C’est une technique immunoenzymatique par ELISA permettant la détection du
complexe Ag-Ac formé par une réaction enzymatique impliquant un second anticorps anti-Ig

humaines couplé a un fluorochrome.
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VII - TRAITEMENTS

Plasmodium est le seul parasite qui doit étre traité en urgence car son évolution est difficilement
prévisible et peut rapidement engager le pronostic vital du malade. Il est donc nécessaire de
mettre en place rapidement un traitement efficace et adapté au patient et a la forme clinique. La
prise en charge en ambulatoire constitue la majorité des cas en zone d’endémie, les accés
simples étant trés fréquents. L’apparition de symptomes de gravité nécessite en revanche

I’hospitalisation du patient.
1. Classification des principaux antipaludiques

Le Tableau 3 présente les principales molécules antipaludiques actuellement recommandées
par I’OMS. Tous les antipaludiques doivent étre délivrés sur prescription médicale. Ils sont a
prendre pour la grande majorité au cours du repas ou avec une boisson lactée afin d’améliorer

leur biodisponibilité.

1.1) Les schizonticides érythrocytaires

Ce groupe est composé de différentes classes médicamenteuses agissant toutes a I’intérieur du

globule rouge, lors la digestion de I’hémoglobine par le parasite.
1.1.1/ Amino-4-quinoleines

Mécanisme d’action : Inhibition de la détoxification de I’héme de I’Hb conduisant a une
accumulation d’hématine (produit de dégradation de 1’héme toxique pour le parasite).

Molécules : Chloroguine (NIVAQUINE®), Amodiaquine, Pipéraquine
1.1.2/ Arylamino alcool

Mécanisme d’action : Inhibition de la détoxification de 1’héme de 1’Hb conduisant a une

accumulation d’hématine (produit de dégradation de I’héme toxique pour le parasite).
Molécules : Quinine (QUININMAX®), Méfloquine (LARIAM®), Luméfantrine, Halofantrine
(HALFAN®), retiré du marché en mars 2016)

1.1.3/ Dérivés de ’artémisinine

45



Ces medicaments jouent sur la libération de radicaux libres toxiques pour le parasite. lls
agissent contre tous les stades parasitaires intra-érythrocytaires mais également sur les
gamétocytes permettant alors de limiter la transmission des parasites chez le moustique.
Molécules : Artemether (ARTESIANE®), Artesunate (ARINATE®), Dihydro-artemisinine
également appelé Arténimol (ALAXIN®) : métabolite actif de 1’artésunate et de 1’artéméther

1.1.4/ Antifoliques

Ces médicaments agissent au niveau de la voie de synthese des folates nécessaires a la

production d’acides nucléiques par le parasite.

Molécule : Sulfadoxine (FANASIL®)
1.1.5/ Antifoliniques

Ces médicaments agissent également au niveau de la voie de synthése des folates nécessaires a
la production d’acides nucléiques par le parasite.

Molécules : Pyriméthamine (MALOCIDEA®), Proguanil (PALUDRINE®)
1.1.6/ Analogue de I’ubiquinone

Mécanisme d’action : Agit sur tous les stades et sur toutes les espéces de Plasmodium infectant
I’homme. Elle inhibe le transport de la dihydroororate déshydrogénase, enzyme essentielle au
fonctionnement de la chaine de transfert des électrons de la mitochondrie.

Molécule : Atovaquone
1.1.7/ Antibiotiques

Molécules : Doxycycline (DOXUPALU®), Clindamycine (DALACINE®)

1.2) Les gamétocytocides

Primaquine (PRIMAQUINE®) : Médicament actif contre les formes exo-erythrocytaires de P.
falciparum, P. vivax et P. ovale mais également sur les gamétocytes de P. falciparum. Utilisé

en traitement préventif de la rechute du paludisme a P. vivax et P. ovale.

1.3) Les bithérapies

Jusque dans les années 2000, les traitements étaient adaptés au niveau de résistance des

parasites dans une zone donnée. Aujourd’hui étant donné 1’ampleur mondiale de la résistance
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des parasites de P. falciparum a la plupart des molécules, ’OMS recommande 1’'usage de
bithérapies et principalement de CTA (combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine) dans
le monde entier. Ces associations de médicaments permettent d’augmenter 1’efficacité du

traitement et de lutter contre I’émergence de nouvelles résistances.
1.3.1/ Les CTA (Combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine)

Ces médicaments sont caractérisés par un dérivé d’artémisinine a action rapide et d’une autre
molécule d’une durée d’action plus longue. L’artémisinine permet d’éliminer rapidement les
parasites présents dans le sang et donc de diminuer fortement la parasitémie. La molécule

associée permet d’éliminer les parasites restants et de prévenir de potentielles résistances.

Molécules : Artésunate/Méfloquine (ARTEQUIN®), Artemether/Luméfantrine (COARTEM®,
RIAMET®), Dihydroartémisinine/Pipéraquine (EURARTESIM®), Artésunate/Amodiaquine
(ARSUCAM®), Artésunate/Sulfadoxine/pyrimethamine

1.3.2/ Autres bithérapies actuellement recommandées

Molécules : Atovaquone/Proguanil (MALARONE®) utilisé essentiellement en prophylaxie,
Sulfadoxine/Pyriméthamine (FANSIDAR®)
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Tableau 3 : Principales molécules antipaludiques actuellement recommandées par I’OMS

Dose de charge : 20
mg/kg perfusée en
4h dans du sérum
glucosé

Dose d’entretien :
10 mg/kg toutes les
8h (début 4h apres
la dose de charge)
Durée totale du
traitement : 7 jours,
relais per os

en particulier si résistance aux
Amino-4-quinoléines. Non
recommandée en
chimioprophylaxie

compléte par voie
digestive, pic de
concentration en 1-3h,
70% de LPP,
métabolisation hépatique
(métabolite inactif),
élimination urinaire

(troubles de
I’accommodation),
céphalées

Rarement :
hypoglycémie

Si surdosage : troubles
cardiorespiratoires
graves

Molécules Posologie et voie | Indications Pharmacocinétique Effets secondaires Précautions d’emploi
d’administration
Chloroquine Per os Traitement du paludisme simple | Bonne biodisponibilité Rares et bénins Sujet présentant un
a P. vivax, ovale, malariae, et Per os, bonne distribution | (hématologiques, psoriasis, des troubles
10mg/kg les 1*" et | knowlesi, Non recommandé en | tissulaire, 60% de LPP, neurologiques, visuels ou rénaux
2°™ jours, 5 mg/kg | chimioprophylaxie contre P. métabolisation hépatique, | digestifs, prurit)
le 3°™ jour (soit falciparum mais peut étre utilisé | t % élimination longue Surdosage :
25mg/kg de dose pour prévenir les infections a P. | (20-60 jours), élimination | rétinopathies
totale) vivax. a 50% par voie rénale
Méfloquine Per os Traitement prophylactique du Absorption orale > 85%, | Digestifs, Neuro- ClI : allaitement, enfant <
paludisme dans les zones pic de concentration en 6- | psychiatriques 15kg, ATCD de
24mg/kg répartis chimiorésistantes. Traitement du | 24h, t % vie longue, (cauchemars, convulsions ou troubles
en 2 a 3 prises en paludisme simple a P. bonne distribution dépression, insomnie, psychiatrigques,
moins de 24h (les falciparum, vivax, ovale et P. tissulaire et dans les céphalées, vertiges), insuffisance hépatique
prises pouvant étre | malariae hématies, 98% de LPP, troubles oculaires IAM : un traitement par
espacées de 6 a convertit en métabolite quinine ne doit pas étre
12h) inactif, t X2 élimination de associé ni suivre
2-4 semaines, élimination immédiatement une prise
biliaire et fécale de Méfloquine (risque
d’allongement de
I’intervalle QT)
Quinine t % vie courte Traitement du paludisme simple | Absorption quasi Digestifs, visuels Sujet 4gé, cardiopathie

sous-jacente,
hypokaliémie, prise
concomitante d’un
médicament allongeant
I’espace QT, d’un
diurétique ou
antidépresseur

Cl : ATCD de fiévre
bilieuse
hémoglobinurique,
hypersensibilité, troubles
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possible a partir de
72h

du rythme ou de
conduction graves

IAM : traitement
antérieur par Méfloquine

Artésunate IV, Per os, IM, Traitement de 1% intention du Hydrosoluble, absorption | Bien tolére. Sujets présentant une
voie rectale paludisme grave (IV ou IM), rapide, 93% de LPP, Rare : anémie, atteinte rénale et/ou
Traitement de pré-transfert de métabolisation par les hépatotoxicité et hépatique
2,4 mg/kg a HO- 1°¢ intention du paludisme grave | estérases plasmatiques et | neurotoxicité, rash,
H12-H24, puis (voie rectale), Traitement du les CYP 2A4, élimination | bradycardie transitoire
toutes les 24h, paludisme simple a P. rapide dans les urines et allongement du QTc
Vitesse falciparum, vivax, ovale,
d’injection : malariae, et knowlesi (en
3ml/min association soit avec
Administration de | I’Amodiaquine, la Méfloquine,
maximum 9 doses. | ou la Sulfadoxine-
Relais PO possible | Pyriméthamine)
apres 3 doses
minimum
Doxycycline | Per os Traitement prophylactique du Trés lipophile, absorption | Phototoxicité, Sujets présentant des
paludisme, Traitement du rapide. Ne pas prendre ulcération troubles digestifs (risque
100mg/12h paludisme simple (toujours en avec une boisson lactée aesophagiennes, de colite pseudo-
association), Traitement de (diminution de troubles digestifs et membraneuse)
relais du paludisme grave (en ’absorption), largement cutanés, décoloration Cl : enfant < 8ans
association avec la Quinine ou distribuée dans les tissus | des dents chez les (décoloration des dents),
1’ Artésunate) et fluides de I’organisme, | enfants grossesse (risque de
90% de LPP, se concentre | Plus graves et rares : nécrose hépatique, retard
dans la bile, éliminé a troubles de croissance du feetus)
40% dans les urines hématologiques
Atovaquone - | Per os Traitement prophylactique du Trés lipophile, Digestifs (douleurs ClI : Insuffisance rénale
Proguanil paludisme, Traitement du biodisponibilité faible, abdominales, nausées, | sévére (risque de
Cpm de paludisme simple chez les LPP forte, élimination vomissements), pancytopénie lors d’une
250mg/100mg voyageurs rentrés d’une zone hépatique et biliaire et t %2 | céphalées, troubles de | prise réguliére en

d’endémie palustre, Traitement
alternatif du paludisme grave

élimination de 2-3 jours
pour I’ Atovaquone,

la circulation, rash,
anémie, anorexie

traitement prophylaxique)
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4cpmenl métabolisation hépatique
prise/jour pendant et élimination urinaire
3 jours pour le Proguanil
Artémether - | Per os Traitement du paludisme simple | Pic de concentration Digestifs, perte Sujets agés et enfants <
Luméfantrine a P. falciparum, vivax, ovale, atteint en 2h pour d’appétit, troubles du 5kg
Cpm de malariae, et knowlesi, I’artemether et 6-8h pour | sommeil, céphalées, Insuffisances hépatique et
20mg/120mg Traitement en relais per os lors | la luméfantrine, LPP > rash rénale severes

4 cpm en 6 prises
(HO-H8-H24-H36-

de paludismes graves. Non
recommandée en
chimioprophylaxie

95%, artemether
rapidement métabolisé en
dihydro-artémisinine, t %2

Rares : cardiaques
(palpitation,
allongement de

Cl : 1* trimestre de
grossesse, allongement

H48-H60) élimination de 2h pour I’intervalle QT), du QT, déséquilibres
Artemether seul : I’artémether et de 2-6 troubles électrolytiques | électrolytiques
Traitement de 2% intention du jours pour la
paludisme grave (voie IM), luméfantrine,
Traitement de pré-transfert de
2% intention du paludisme grave
Dihydro- Per os Traitement du paludisme simple | Absorption rapide pour Digestifs, céphalées, Sujets agés et enfants <
artémisinine- a P. falciparum, vivax, ovale, I’arténimol et lente pour allongement de 5kg
pipéraquine Cpm de malariae, et knowlesi, la pipéraquine, ne pas I’intervalle QT, Insuffisance hépatique et
40/mg/320mg Traitement en relais per os lors | prendre au cours d’un tachycardie, anémie, rénale sévéres

2a4cpmljourenl
prise pendant 3
jours

de paludismes graves

repas gras, LPP forte,
métabolisation hépatique,
t % élimination de 1h pour
I’arténimol et de 2-4
semaines pour la
pipéraguine

asthénie, toux

Cl : 1*" trimestre de
grossesse, allongement
du QT, déséquilibres
électrolytiques

Per os = voie orale ; IV = voie intra-veineuse ; IM = voie intra-musculaire ; com = comprimé
LPP = liaison aux protéines plasmatiques
Cl = contre-indication ; IAM = interaction médicamenteuse
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2.  Traitement du paludisme a P. falciparum

2.1) Traitements des formes simples

2.1.1/ Chez I’adulte et ’enfant (figure 8)

Le traitement de 1% intention des accés palustre simples & P. falciparum consiste a administrer,
durant 3 jours, une CTA par voie orale chez les patients de plus de 5 kg. Cinq CTA sont
actuellement recommandées :
* Arthémether-Luméfantrine
Comprimeés de 20mg/120mg
Adulte et enfant > 12ans et >25kg : 6 prises de 4 cpm (HO0-H8-H24-H36-H48 et H60)
Enfantentre 5 et 35kg : 6 prises de 1 a 3 cpm en 3 jours (en fonction du poids de I’enfant)
* Artésunate-Amodiaqguine
Comprimés de 25mg/67,5mg
Adulte et enfant >36kg : 4 cpm/jour pendant 3 jours
Enfant entre 5 et 36kg : 1 a 3 cpm/jour pendant 3 jours (en fonction du poids de I’enfant)
* Artésunate-Méfloquine
Adulte et enfant > 30kg : Comprimés de 100mg/220mg, 2cpm/jour pendant 3 jours
Enfant entre 5 et 30kg : Comprimés de 25mg/55mg, 1 a 4 cpm/jour pendant 3 jours
* Dihydroartémisine-Pipéraquine
Adulte et enfant > 25kg : Comprimés de 40mg/320mg, 2 a 4 cpm/jour pendant 3 jours
Enfant entre 5 et 25kg : Comprimés de 20mg/160mg, minimum 2,5 mg/kg/jour de

dihydroartémisine et 20 mg/kg/jour de pipéraquine pendant 3 jours

* Artésunate-Sulfadoxine-pyrimethamine.
Comprimés de 50mg d’artésunate + 500mg de sulfadoxine + 25mg de pyriméthamine
Enfant de 5a50kg : 'z a 2 cpm/jour pendant 3 jours d’artésunate + %2 a 2 cpm en 1
prise le premier jour de sulfadoxine-pyriméthamine, en fonction du poids du patient.
Adulte :4 cpm/jour pendant 3 jours d’artésunate +3 cpm en 1 prise le premier jour de

sulfadoxine-pyriméthamine

Il n’est pas recommandé d’administrer des dérivés de 1’artémisinine en monothérapie par voie

orale afin de limiter I’apparition de résistances.
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Il est conseillé de donner aux patients une dose de primaquine (0,25 mg/kg) combiné a une
CTA afin de diminuer la transmission palustre dans les zones de faible endémicité. Ce
médicament agit sur le stade gamétocytaire et permet donc de limiter le nombre de moustiques
infectés au cours de leur repas sanguin. La primaquine n’est pas recommandée pour les enfants

de moins de 6 mois, pour la femme enceinte ou allaitante.
2.1.2/ Chez la femme enceinte

Les antipaludiques tels que la quinine, la chloroquine, 1’atovaquone/proguanil et la
clindamycine sont des médicaments sirs et efficaces pour la femme enceinte. En revanche la
doxycycline est contre-indiquée en raison des effets délétéres sur 1’ossification du feetus.

Durant le 1 trimestre de grossesse il est recommandé en premiére intention d’utiliser la quinine
associée a la clidamycine (10 mg/kg) deux fois par jour pendant 7 jours, et en seconde intention

une CTA ou I’artésunate + clindamycine par voie orale.

2.2) Traitements des formes graves

2.2.1/ Chez I’adulte et ’enfant (figure 8)

* En 1% intention : [’artésunate : 2,4 mg/kg (et 3 mg/kg pour les enfants <20 kg) & HO-H12-
H24. L’artésunate est préparé a partir de poudre d’acide artésurique dissoute dans 1 ml de
solution de bicarbonate de sodium a 5%, qui sera ensuite dilué dans 5 ml de dextrose a 5%. La
perfusion s’effectue immédiatement apres la préparation, soit en bolus IV ou en IM. Poursuivre

ensuite le traitement une fois par jour et basculer des que possible vers un traitement per os.

* En 2°™ intention : ['artéméther : 3,2 mg/kg par voie 1V, dés I’admission du patient (HO) puis

1,6 mg/kg/jour.

* En 3°™ intention : le dichlorhydrate de quinine : 20 mg de sel de quinine/kg perfusé a HO
puis 10 mg/kg toutes les 8h (début a H4). Chaque dose de quinine est diluée dans 10 ml/kg de
soluté salin isotonique. La vitesse de perfusion ne doit pas dépasser 5 mg de sel de
quinine/kg/heure (soit une durée de perfusion allant de 2 a 4 heures) et ne doit jamais étre
injectée en bolus IV.

Si la perfusion IV n’est pas possible, le traitement se fera par injection IM au niveau de la cuisse
(méme posologie que la voie 1V). Chaque dose de quinine sera alors diluée dans un soluté salin
normal a une concentration de 60-100 mg/ml. Afin d’éviter I’administration locale d’un trop

grand volume, 1’injection s’effectuera sur deux sites différents.
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NB : Chez la femme enceinte la quinine provoque régulierement une hypoglycémie (effet

secondaire le plus grave et le plus fréquent) mais sans conséquence pour le feetus.
2.2.2/ Relais per os :

Les traitements par voie injectable doivent étre administrés durant au moins 24h, méme si un
relais per os est possible. Les traitements relais per os correspondent a I’administration d’une
des 5 CTA citées précédemment.

NB : Ne pas administrer de 1’artésunate-méfloquine a un patient atteint du neuropaludisme en
raison des risques de réactions neuropsychiatriques.

Dans les zones de faible endémicité, il est également conseillé de donner de la primaquine (0,25

mg/kg) afin de limiter les risques de transmission.
2.2.3/ Traitements de pré-transfert :

Traitement administré au patient si le temps entre la décision de traiter et le traitement définitif

est supérieur a 6h :

- Artésunate (1 intention) : 2,4 mg/kg par voie IM ou 10 mg/kg par voie rectale chez les
enfants <6 ans)

- Artéméther (2°™ intention) : 3,2 mg/kg par voie IM

- Sel de quinine (3™ intention) : 20 mg/kg par voie IM (dose répartie dans chaque cuisse)

Si le transfert du patient vers un centre de santé disposé a poursuivre le traitement n’est pas

possible, poursuivre le traitement de pré-transfert jusqu’a ce que le patient soit capable de

prendre un traitement relais per os .

2.2.4/ Chez la femme enceinte

Les antipaludiques seront administrés quel que soit le stade de la grossesse et le plus rapidement
possible sans diminution des doses : artésunate IV (en 1% intention), artéméther IM (en 2de
intention), quinine par voie parentérale (mais associée a un fort risque d’hypoglycémie, en 3°m

intention)
3.  Traitements des autres espéeces de Plasmodium

3.1) Traitement des formes simples
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Si I’espeéce plasmodiale n’est pas connue, traiter le patient comme si ¢’était une infection a P.
falciparum. En cas d’infection a P. vivax, ovale, malariae et knowlesi, traiter les adultes et les
enfants avec une CTA ou de la chloroquine.

Afin de prévenir les rechutes dues a P. vivax et ovale, administrer aux adultes et enfants 0,25-
0,5 mg/kg/jour de primaquine pendant 2 semaines (non recommandé pour les femmes
enceintes, les enfants < 6 mois, et les personnes présentant une déficience en G6PD). Ce
médicament permet d’éliminer les hypnozoites hépatiques et donc d’éviter les récidives de

paludisme.

3.2) Traitement des formes graves

Pour le traitement des formes graves a P. vivax et P. knowlesi, se reporter au traitement relatif
a P. falciparum. Une administration de primaquine est également conseillée pour limiter les
potentielles rechutes.

NB: Un paludisme grave associé a P. malariae au retour d’Asie du Sud-Est est tres

probablement dd a P. knolewsi.
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Troubles de la conscience, convulsions
choc, défaillance respiratoire
Syndrome hémorragique

Ictere ou bilirubine totale > 50 pmol/L
Hémoglobine < 7 g/dL

Créatininémie > 265 pmol/L

Glycémie < 2,2mmol/L

Parasitémie > 4 %

Hyperlactatémie, acidose métabolique

NON
Hospitalisation r-----.¢: ...... ;
en urgence < | oui €& lL Vomissements ? i
Quinine IV
T NON

T e
! Prise en charge en ambulatoire ? |

— Oul

*Réanimation

*Unités spécialisées

Avis du réanimateur pour
Hospitalisation en urgence en :

*Unité de surveillance continue

Traitement par artésunate IV :
Au moins 3 premieres doses

Diagnostic parasitologique fiable, absence d’échec d’'un premier traitement
Absence de facteur de risque de mauvaise observance
Absence de facteur de risque associé (isolement, grossesse, splénectomie,

immunodépression)

Mise a disposition de I'antipaludique (pharmacie hospitaliére ou service)

Proximité d’'un hépital, n° de téléphone fourni

Suivi possible a J3 et J7

Plaquettes > 50.000/mm3, hémoglobine > 10 g/dL, créatininémie < 150 umol/L

Parasitémie < 2 %

Si tous les critéres sont vérifiés Traitement

ambulatoire possible

*En 1 éreintention ACT (A/PQ ou AlL)

+Atovaquone-proguanil
+*Quinine (3 eme intention)

~

Si 1 seul critére pas vérifie
Hospitalisation
*ACT (A/PQ ou AlL)
+*Atovaquone-proguanil
+Quinine (3 eme intention)

Suivi avec frottis - goutte épaisse a J3, J7, J28
NFS a J7, J14,J21 et J28 si accés grave

es I'amélioration

Figure 8 : Algorithme de prise en charge face a un paludisme en France (Spilf)
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VIII - PREVENTION ET LUTTE

1. Les moyens actuellement disponibles

1.1) Protection contre les piqures de moustiques

1.1.1/ Moyens mécaniques

* Porter des vétements longs, légers, imprégnés de répulsifs

* Appliquer des répulsifs cutanés notamment sur les parties découvertes du corps (bras,
chevilles, pieds, ...). L’effet des répulsifs et 1’indice de protection sont diminués avec la
transpiration, la créeme solaire et aprés une douche. De plus, il est conseillé aux femmes
enceintes de ne pas dépasser 3 applications par jour.

* Utilisation de Moustiquaires Imprégnées d’Insecticides (MII) ou Moustiquaires a
Imprégnation Durable (MID) : c’est I’outil de prévention principal et le plus efficace en
Afrique (imprégnation de pyréthrinoides selon les recommandations de 1’OMS) (49). Leur
durée d’utilisation est de 2 a 3 ans pour une efficacité optimale. En 2015, ’OMS a estimé
qu’environ 53% des personnes a risque utilisaient correctement une MID. Cependant, un des
problémes majeurs des derni¢res années est 1’apparition d’une résistance aux insecticides et

notamment aux pyréthrinoides dans les régions endémiques.
1.1.2/ Lutte collective antivectorielle

* Assainissement des pays impaludés et contréle des gites a moustiques : I’intérét est de limiter
du mieux possible les eaux stagnantes favorables au développement des anopheéles. La gestion
des gites larvaires vise a réduire au maximum les sites de développement les larves d’anophéles
(drainage des eaux, utilisation de larvicides ou de prédateurs, élimination des eaux stagnantes)
* Pulvérisation intra-domiciliaire d’insecticides (perméthrine) a effet rémanent a ’intérieur des
habitations : pulvérisation efficace 3 a 6 mois en fonction de la formulation de I’insecticide et
de la surface pulvérisée. Pour une protection efficace il faut que la pulvérisation couvre environ
80% des habitations d’une zone. En 2015, I’OMS estime que la pulvérisation intra-domiciliaire
a protége 106 millions de personnes. Cependant, au cours de ces derniéres annees, sont apparues

des résistances aux insecticides réduisant ainsi 1’effet protecteur des pulvérisations. Il est donc
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recommandé de varier les classes d’insecticides utilisées afin de limiter I’émergence de ces
résistances.

* Libération de males steriles, génétiquement modifiés, afin de limiter la prolifération
d’anophe¢les dans les pays endémiques (apres reproduction, les femelles pondent des ceufs non

fécondes).

1.2) Chimioprophylaxie

Un traitement préventif, ou chimioprophylaxie, permet aux personnes séjournant en zone
d’endémicité palustre de se protéger partiellement contre le paludisme. En effet, 1’objectif du
traitement prophylactique est de garder une concentration d’antipaludique dans le sang. Il ne
garantit pas une protection absolue mais permet de diminuer les risques de développer un
paludisme grave. De plus, toute fievre au retour d’un séjour en zone d’endémie doit étre

considérée comme un paludisme jusqu’a preuve du contraire.

Le choix de la molécule tient compte du lieu de séjour (risque palustre, intensité de
transmission, résistance, voyage itinérant ou non), de la durée et la période du séjour, et des
caractéristiques du sujet (&ge, poids, grossesse, antécédents, allergie, contre-indication, ...).
Afin d’appliquer une chimioprophylaxie adaptée a chaque zone géographique, il a été défini
quatre groupes, différenciés par la présence ou ’absence, ainsi que le degré de chloroquino-
résistance :

- Groupe 0 : pas de paludisme => pas de chimioprophylaxie

- Groupe 1 : pas de chloroquino-résistance

- Groupe 2 : présence de chloroquino-résistance

- Groupe 3 : prévalence élevée de chloroquino-résistance ou de multirésistance

Les molécules actuellement recommandées ainsi que les modalités de prises sont résumées dans
le Tableau 4 (50,51). Tout traitement prophylactique doit étre prescrit par un médecin et doit
étre pris de préférence au cours d’un repas. Le traitement préventif doit étre poursuivi apres le
retour d’une zone d’endémicité palustre, cette durée est dépendante de la molécule prescrite.
En cas de sejour inférieur & une Semaine, une chimioprophylaxie n’est pas forcément
obligatoire. En cas de séjour supérieur a 3 mois, un traitement préventif est généralement donné

afin de couvrir les 6 premiers mois.

57



Tableau 4 : Médicaments utilisés en chimioprophylaxie du paludisme chez I’adulte et
I’enfant, InVS (BEH), 2015

Chloroquine Sirop a 25 mg=5ml| | Enfant : A prendre pendant le séjour et 4 semaines aprés avoir quitté
Cp sécable a 100mg | 1,5 mg/kg/j la zone de risque de transmission du paludisme.
<8,5 kg : 12,5 mg/j Peut étre administré a la femme enceinte.
>8,5-16 kg : 25 mg/j Attention aux intoxications accidentelles.

216-33 kg : 50 mg/j
233-45 kg : 75 mg/j
>45kg: 1 cp/j

Adulte : 1 cp/j

Enfant :
=8 ans et < 40 kg : 50 mg/j
=8 ans et = 40 kg : 100 mg/j

Adulte : 100 mg/j

A prendre pendant le repas du soir au moins 1 heure avant le
coucher, la veille du départ, pendant le séjour et 4 semaines
apres avoir quitté la zone de risque de transmission du paludisme.
Contre-indications : femme enceinte, enfant 4gé de moins

de 8 ans.

Effets indésirables : notamment photosensibilisation.

Doxycycline

Cp sécable a 100 mg

Proguanil

Cp sécable a 100 mg Uniquement en association avec la chloroquine.
A prendre pendant le séjour et 4 semaines aprés avoir quitté
la zone de risque de transmission du paludisme.

Peut étre administré a la femme enceinte.

9-16,5 kg : %2 cp/jr
17-33 kg : 1cp/jr
33,5-45kg : 1cp Y /jr
Ite et enfant 4gé |
12 ans : 200 mg/j

*Cp : comprimé. Avant I’age de 6 ans pour des raisons pratiques, il peut étre nécessaire d’écraser les comprimés.

1.3) Traitements preéventifs

Ces stratégies, recommandées par I’'OMS en Afrique sub-saharienne, sont sures et possedent

un bon rapport codt/efficacité.

* Traitement preéventif intermittent pendant la grossesse (TPIg) : Administration de
sulfadoxine-pyriméthamine (3 doses minimum, espacées d’au moins un mois) a toutes les

femmes enceintes vivant en zone d’endémicité moyenne a forte, lors des consultations
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prénatales apres le 1°" trimestre de grossesse. Cependant en 2015, seules 31% des femmes

enceintes ont bénéficié de ce traitement (Figure 9).

100 % Intervalle de confiance & 95 %

“; Au moins une dose
g de TPlp

2010 20M 2012 2013 2014

o

[Plp : traitement préventif intermittent pendant la grossesse

Source : Rapports des programmes nationaux de lutte contre le paludisme

mations de population des Nations Unies

Figure 9 : Pourcentage de femmes enceintes ayant recu un TPIg, par nombre de doses en
Afrique subsaharienne entre 2010 et 2015. (Rapport sur le paludisme dans le monde, OMS,
2016)

* Traitement préventif intermittent du nourrisson (TPIn) : Pour les enfants de moins d’un an
vivant dans des zones de forte endémicité palustre, donner de la sulfadoxine-pyriméthamine (3
administrations durant la premiere année de vie : 10 et 14 semaines puis a 9 mois) en méme
temps que les vaccins systématiques (D TP, rougeole). Cependant en 2016 seule la Sierra Leone

a mis en place ce type de traitement préventif (9).

* Chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) pour les enfants de moins de 5 ans:
Administration d’amodiaquine et de sulfadoxine-pyriméthamine (traitement d’un mois), durant
toute la saison des pluies (en général 3-4 mois environ) chez les enfants de moins de 5 ans
vivant en Afrique sub-saharienne dans une zone de forte endémicité palustre. Si le CPS est mis
en place, le TPIn ne doit pas étre utilisé. Ce traitement préventif, reccommandé par I’OMS en
2012, permettrait de diminuer de 75% le nombre de paludismes graves (9). En 2015 seuls 10
pays utilisaient ce traitement (Burkina Faso, Gambie, Guinée, Guinée-Bissau, Mali, Niger,
Nigeéria, Senégal, Tchad, Togo) (9,52).
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1.4) La recherche vaccinale

L’immense majorité des recherches vaccinales actuellement en cours s’intéressent a P.
falciparum, d’une part car c’est I’espéce plasmodiale la plus dangereuse pour ’homme, mais
également parce que P. vivax, ovale et malariae sont non cultivables in vitro. Des dizaines de
candidats vaccins sont actuellement testés (essais cliniques de phase I, Il ou Ill). Certains
vaccins ciblent le stade pré-érythrocytaire ou hépatique (RTS,S/ASO1, ChAd63/MVA ME-
TRAP, PfSPZ), d’autres la phase sanguine (GMZ2, P27A, MSP3), d’autres le cycle sexué...
Pour I’instant un seul candidat vaccin, le RTS,S/AS01 (ou Mosquirix®) a réussi a terminer les

essais de phase III et démarre des tests a grande échelle dans le cadre d’études pilotes de ’OMS.

Ce vaccin est composé de deux antigénes : la protéine de surface du sporozoite de P. falciparum
ou circumsporozoite (CSP) et la protéine HBs, formant alors des particules non infectieuses
appelées VLP (Virus-Like-Particle). Ces dernieres sont produites dans des levures de
Saccharomyces cerevisiae par la technique de I’ADN recombinant permettant d’obtenir des
protéines recombinantes purifiées (53). L’adjuvant ASO1 est également ajouté afin d’améliorer
I’efficacité du vaccin. Il est composé de liposomes, MLP (lipide A monophosphorylé

(composant bactérien non toxique) et de QS21 (une saponine).

L’histoire du Mosquirix® débute dans les années 1990, au laboratoire GlaxoSmithKine (GSK).
Le docteur Joe Cohen eut I’idée d’associer des extraits de CSP de P. falciparum a un antigene
de surface du virus de I’hépatite B créant alors le vaccin RTS,S. Comme tous les vaccins, ce
dernier a pour but de stimuler le systéme immunitaire de 1’organisme en produisant des
anticorps protégeant alors le patient en cas d’infections ultérieures.

A la fin des années 1990, les études cliniques de phase I réalisées aux Etats-Unis sur des adultes
volontaires sains, révelent que le RTS,S n’est pas dangereux pour I’homme et que 6 patients
sur 7 ont été immunisés. Dans les années 2000, les premiers tests de phase Il sont réalisés sur
des enfants et adolescents vivant dans des zones endémiques du paludisme en Afrique. Les
essais de phase I11 ont quant a eux débuteé en 2014 et ont été réalisés sur environ 15 000 enfants
dans 7 pays d’Afrique sub-saharienne (Burkina Faso, Gabon, Ghana, Kenya, Malawi,
Mozambique et Tanzanie). Deux tranches d’age ont été ciblées : les nourrissons (administration
du vaccin a 6 ; 10 et 14 semaines, en méme temps que les autres vaccins systématiquement
administrés) et les jeunes enfants (administration de la premiére dose du vaccin entre 5 et 17
mois). Le vaccin n’a présenté aucun effet indésirable grave, mais des convulsions fébriles ont

parfois été décrites dans les jours suivants I’injection du vaccin, sans conséquence sur la santé
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des patients. Les résultats de ces essais indiquent que le vaccin ne confére qu’une protection
partielle face au paludisme chez le jeune enfant (environ 56% des 5-17 mois et 31% des 6-12
semaines ont été protégés lors de leur premiere infection palustre). De plus, 1’efficacité de cette
protection diminue considérablement au bout d’un an.

Malgré cela, en juillet 2015, 1’Agence Européenne du Medicament (EMA) donne un avis
scientifique favorable au Mosquirix® afin qu’il soit utilisé chez les enfants de 6 semaines a 17
mois vivant en zone d’endémie palustre pour les protéger contre le paludisme (et contre
I’hépatite B) (54). Cependant, du fait de sa protection modeste, I’EMA insiste sur le fait que ce
vaccin n’a pas pour but de remplacer les traitements actuellement efficaces contre le paludisme
mais se positionne plus comme un outil complémentaire aux différentes mesures préventives,
diagnostiques et de traitements. En octobre 2015, 2 groupes consultatifs indépendants de I’OMS
recommandent la mise en ceuvre de projets pilotes dans 3 pays d’Afrique sub-saharienne (55).
En novembre 2016, ’OMS accepte les recommandations des groupes consultatifs et planifie le
début des vaccinations en 2018 dans 3 pays d’Afrique, dans le cadre de projets pilotes de I’OMS
(56). Ces projets viseront a évaluer la faisabilité de 1’administration en intra-musculaire des 4
doses requises du vaccin, son innocuité et son impact en termes de santé publique. Le
Mosquirix® est donc a ce jour le seul vaccin antipaludique au monde a avoir terminé les essais

de phase 3.

2. Bilan et objectifs de ’OMS

La prévention sauve des vies, et de plus en plus de personnes a risque ont acces a des outils de
prévention efficaces. Entre 2011 et 2015, I’OMS estime que plus de 663 millions de cas ont eté
évités en Afrique sub-saharienne suite a une prevention efficace, dont environ 70% évités grace
a I’utilisation de MID (9). Une bonne utilisation des MID, la pulvérisation d’insecticides, et le
traitement préventif pour les personnes a risque permettraient de réduire de plus de 50% la
mortalité due au paludisme. Selon le Rapport sur le paludisme dans le monde de 2016 de
I’OMS, a I’échelle mondiale entre 2010 et 2015, le nombre de cas de paludisme a baissé de
21% et le nombre de décés de 29% (9). Des efforts restent donc a fournir. En effet, le paludisme
est une maladie que 1’on peut prévenir et traiter. « Tout déces imputable au paludisme, maladie
qu’il est possible d’éviter ou de traiter, est simplement inacceptable », Dr P. Alonso, Directeur

du Programme mondial de lutte antipaludique a I’OMS.
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De plus, le nombre de personnes ayant acces a des outils de prévention reste encore trop faible.
L’OMS estime que 43% des personnes a risque ne disposent ni de MID ni de pulvérisation
insecticide, et que 69% des femmes enceintes n’ont pas accés a un traitement préventif efficace

(Figure 10) (9).

43 % 69 % 36 %

de la population des femmes des enfants

n'est protégée ni enceintes n‘ont fiévreux n'ont

par Ml ni par PID pas regu pas été pris
trois doses en charge
de TPIp

MI| : moustiquaire imprégnée d'insecticide ; TPIp : traitement préventif intermittent pendant la grossesse ; PID : pulvérisation intradomiciliaire d'insecticides
a effet rémanent.

Source : Données représentatives au niveau national, issues d'enquétes démographiques et de santé, et d'enquétes sur les indicateurs du paludisme.

Figure 10 : Pourcentage de la population non couverte par MID ou PID, pourcentage de femmes
enceintes n’ayant pas recu trois doses de TPIp et pourcentage d’enfants fiévreux non pris en
charge en Afrique sub-saharienne (Rapport sur le paludisme dans le monde, OMS, 2016)

En 2015, ’OMS a proposé « La stratégie technique mondiale de lutte contre le paludisme 2016-
2030 ». Cette derniere vise a lutter plus efficacement contre le paludisme en ayant pour objectifs
de réduire I’incidence et la mortalité de 40% entre 2015 et 2020, et de 90% en 2030 (1). Elle
vise également I’élimination de la maladie dans au moins 35 des 91 pays ou la transmission du
paludisme sévit toujours. L’¢limination du paludisme dans un pays implique qu’aucun cas
autochtone n’ait été décrit dans le pays durant au moins 3 ans pour les 4 especes de Plasmodium
infectant ’homme. Depuis 2015, la région européenne a stoppé la transmission autochtone de
paludisme (25), et plusieurs pays ont récemment éliminé le paludisme : les Emirats arabes unis
(2007), 1e Maroc (2010), le Turkménistan (2010), I’ Arménie (2011), les Maldives (2015), le Sri
Lanka (2016) et le Kirghizistan (2016) (9).

Cependant, I’investissement dans la lutte contre le paludisme reste trop faible pour atteindre les
objectifs fixés par I’OMS. En 2015, les fonds de lutte contre le paludisme étaient de 2.9
milliards de dollars alors que I’OMS en espérait deux fois plus pour répondre aux objectifs a
I’horizon 2030. Les pays les plus endémiques pour le paludisme ne disposent toujours pas de
moyens financiers et matériels suffisants pour assurer une surveillance efficace. Celle-ci
implique d’évaluer la répartition de la maladie (incidence, prévalence, distribution
géographique et sociale), I’apparition de résistances potentielles, 1’efficacité des moyens de

lutte (lutte antivectorielle, antipaludiques, ...).
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IX - RESISTANCE PARASITAIRE

Les premieres résistances aux insecticides et aux molécules antipaludiques sont apparues dans
les années 1960 en Asie et en Amérique du Sud, avec une résistance progressive a la
chloroquine, qui s’est répandue en Afrique environ 20 ans plus tard. La résistance a la
méfloquine est quant a elle apparue dans les années 1990 en Asie du Sud-Est, 5 ans seulement
apres le debut de son utilisation. Une trop forte pression médicamenteuse a conduit a la sélection
de mutations permettant aux parasites de résister aux traitements (57).

La résistance de P. falciparum a la chloroquine est due a la mutation d’un géne situé sur le
chromosome 7 et codant pour la protéine Pfcrt (P. falciparum chloroquine resistance
transporter) (58). De plus, la mutation du géne codant pour la dihydrofolate réductase, enzyme
cible des antipaludiques tels que le proguanil et la pyrimethamine, rend ces médicaments
inefficaces. De méme pour la mutation du géne codant pour la dihydroptéroate synthéase, cible
d’un autre antipaludique, la sulfadoxine qui devient elle aussi inefficace (59). La résistance du
parasite a 1’amodiaquine est quant a elle due a une mutation du géne codant pour la P-
glycoprotéine homologue (Pghl), protéine agissant comme une pompe a efflux ne permettant

donc pas a I’antipaludique d’atteindre sa cible.

Afin de lutter contre ces résistances, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont ainsi été mises
en ceuvre comme le développement d’associations médicamenteuses et, dans les années 1990,
la mise sur le marché des médicaments a base d’artémisinine. Malheureusement, 1’efficacité de
ces nouvelles molécules a progressivement diminué, notamment en Asie, entrainant une
augmentation de la clairance parasitaire (60,61). Ces résistances sont dues a une mutation du
génome de P. falciparum au niveau du locus « K13 » (62). Actuellement 5 pays d’Asie du Sud-
Est sont touchés par ces phénomeénes de résistance : la Thailande, le Cambodge, le Laos, le
Viet-Nam et la Birmanie. Afin de limiter le risque de propagation, les médicaments a base
d’artémisinine (artémether, artesunate, dihydroartémmisinine) sont associés a un autre
antipaludique localement efficace pour former les CTA (combinaisons thérapeutiques a base

d’artémisinine), ce qui permet de limiter les risques de résistance.

La résistance aux antipaludiques a de nombreuses conséquences : elle induit une augmentation

de la prévalence de la maladie et de la gravité des signes cliniques, une diminution du temps
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entre deux crises palustres, une augmentation du nombre de traitements administrés chaque
année mais également de plus en plus d’échecs thérapeutiques. Les zones de résistance
s’étendent, le nombre de souches résistantes augmentent ainsi que le niveau de résistance. Il est
également maintenant possible d’observer des poly-résistances dans une méme zone
endemique. Lutter contre ce phénomene constitue donc un defi majeur de ces prochaines
années, d’autant plus qu’aucun vaccin n’est actuellement disponible et que I’industrie

pharmaceutique peine a trouver de nouvelles molécules efficaces contre le paludisme.
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2°me PARTIE :

ETUDE DE LA REPONSE IMMUNE
CELLULAIRE DANS LE NEUROPALUDISME
CHEZ DES ENFANTS BENINOIS
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INTRODUCTION

1. Physiopathologie et role de la réponse immunitaire dans le

neuropaludisme

La physiopathologie du neuropaludisme est encore mal connue, cependant il est admis que les
GRi sont séquestrés dans les vaisseaux sanguins cérébraux (63) et cytoadhérent a I’endothélium
cérébral via des ligands parasitaires (PFEMP1 en particulier) et récepteurs endothéliaux (CD36,
ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1, E-selectine, ...). L’interaction GRi/endothelium ainsi que la
production de toxines et ligands inflammatoires via les GRi conduit a I’activation des cellules
endothéliales. Ces dernieres vont alors sécréter des cytokines et chémokines (TNFy, IFNy,
Interleukines, MCP-1, ...) conduisant au recrutement de plaquettes et cellules immunitaires
(monocytes/macrophages, lymphocytes, ...). Un processus inflammatoire local se met alors en
place (64,65), accompagné d’un mécanisme de rétrocontrble positif qui conduit a une
production croissante de facteurs de 1’inflammation et notamment du TNFa (cytokine pro-
inflammatoire induisant une augmentation des molécules d’adhésion amplifiant le phénomene
de séquestration), et un recrutement accru de cellules de I’immunité. Ces derniéres vont a leur
tour produire des espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) telles que 02", NO°, ou H20>, créant
alors un stress oxydant favorisant 1’élimination des GRi mais produisant parallelement des
dommages cérébraux. De plus, les astrocytes et les cellules microgliales situées dans le cerveau
vont produire, sous 1’effet de cytokines et des ROS d’autres cytokines et chémokines amplifiant
encore le processus de neuroinflammation. Le processus inflammatoire accompagné d’un
environnement oxydant participe a I’élimination d’une partie des GRi par phagocytose des
monocytes/macrophages et par sécrétion directe des toxines et ROS. Ainsi le
microenvironnement est chargé de particules et Ag parasitaires.

Les antigenes parasitaires peuvent étre captés par endocytose par les cellules endothéliales qui
vont jouer le r6le de cellules présentatrices d’antigénes pour les LT. Il a récemment été montré
que les LT CD8 jouent alors un role délétere en induisant 1’apoptose de ces cellules
endothéliales présentant des Ag parasitaires (66,67). Pour éliminer ces cellules identifiées
comme du non-soi, les LT CD8 vont sécréter perforines et granzymes, protéines qui vont lyser

les membranes cellulaires. Les cellules endothéliales constituant la base de la barriere hémato-
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encéphalique (BHE), celle-ci est fragilisée suite a ces événements. L’ensemble de ce processus
conduit a une obstruction du flux sanguin cérébral, une augmentation de la pression

intracranienne, une hypoxie et I’altération de la BHE (Figure 11).
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Figure 11 : Mécanismes physiopathologiques du neuropaludisme
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L’équilibre redox est un probléme majeur mais mal compris dans la physiopathologie du
neuropaludisme. La production de ROS a la fois par le parasite (digestion de I’hémoglobine) et
des cellules inflammatoires, provoque des dommages importants sur les cellules de 1’hote,
particulierement sur les neurones (68-70). Ce processus augmente le stress oxydatif délétere
pour I’intégrit¢ de la BHE (68). En effet, les processus pro-oxydants conduisent a un
déséquilibre entre les oxydants plasmatiques et le systeme antioxydant de 1’héte, entrainant
alors un stress oxydatif. Cependant, la production de ROS par les monocytes/macrophages est
un mécanisme de défense efficace de I’hote, processus €galement mis en place dans plusieurs
thérapeutiques, y compris les dérivés de I’artémisinine (71). Une équipe a démontré que
I’administration d’héme, molécule hautement pro-oxydante, permettait de protéger des souris
atteintes de neuropaludisme (72). Pour contrebalancer 1’excés de molécules oxydantes, des
molécules antioxydantes enzymatiques (SOD, NQO-1, HO-1) et non enzymatiques (glutathion
réduit, vitamines A, E, C) sont produites. Ainsi, il semblerait que la réponse oxydative constitue

une étape nécessaire a la résolution de la neuroinflammation. L’issu favorable de la pathologie
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repose probablement sur un basculement vers une réponse anti-inflammatoire et resolutive
apres une étape oxydative.

Le role du stress oxydatif ainsi que celui des macrophages infiltrés et de la microglie est tres
peu décrit dans le contexte du neuropaludisme. Ces derniers jouent un réle crucial dans
I’induction et la résolution de la neuroinflammation notamment grace a leur capacité de
polarisation. En fonction des signaux pergus dans leur environnement, les macrophages peuvent
basculer d’un phénotype M1 pro-inflammatoire au phénotype M2 résolutif (73). Une étude
récente menee dans un contexte non infectieux a mis en évidence qu’un stress oxydatif majeur
conduisait a la polarisation des macrophages vers un phénotype M2 et a la résolution de la
neuroinflammation (74). Ce phénotype M2 résolutif des macrophages dépend de plusieurs
signaux tels que la reconnaissance des cellules inflammatoires apoptotiques, 1’interaction avec
les cytokines anti-inflammatoires et les médiateurs lipidiques (75). La récupération
fonctionnelle du cerveau semble s’appuyer sur la polarisation M2 de la microglie et des
macrophages infiltrés pour réduire la neuroinflammation et le stress oxydatif (68,76-78). De
récentes études menées dans notre laboratoire ont mis en évidence le réle primordial du
phénotype des macrophages et des monocytes dans la neuroinflammation et sa résolution au
cours d’un paludisme expérimental sur modele murin et d’un paludisme gestationnel (79,80).
Le role de la polarisation des macrophages dans le processus physiopathologique du

neuropaludisme chez I’homme reste donc a élucider.
2.  Stratégies immunothérapeutiques

Le traitement du paludisme repose sur 2 aspects : 1’élimination du parasite via un antipaludique
efficace (artésunate) et la résolution de I’inflammation cérébrale. Divers traitements adjuvants
sont utilisés pour diminuer cette neuroinflammation et plusieurs approches ont été testées mais

ne sont pas utilisées en routine.

2.1) Les molécules utilisées couramment

* Le paracétamol :
Recommandé par I’OMS, le paracétamol est un anti-inflammatoire qui limite la production de
prostaglandines et permet de diminuer les crises febriles (15 mg/kg toutes les 4h, voie orale ou

rectale).
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* L aspirine :

En agissant comme anti-coagulant, 1’ Aspirine permet de limiter la formation de thrombus
veineux lié¢ a I’accumulation des GRi, GR sains et cellules de I’immunité dans les capillaires
cérébraux (81). Cependant, une étude menée sur des patients atteints de paludisme grave montre
que I’aspirine, ne provoque aucune amélioration clinique chez ces patients et que la mortalité
n’est pas diminuée (82).

* Le diazepam :

Recommandé par I’OMS, il permet de limiter les convulsions en agissant au niveau du SNC en

modulant I’ouverture du canal chlore.

2.2) Les molécules testées par des protocoles de recherche

Si de nombreuses études se révelent efficaces sur des modeles animaux, la plupart de ces
molécules sont tres discutées lors de leur application a ’homme. En voici une liste non

exhaustive :

* Molécules a viseée anti-inflammatoire :

- Dexaméthasone : ce médicament est un glucocorticoide de synthese utilisé pour ses propriétés
anti-inflammatoires et immunosuppressives. Des études ont montré que son utilisation au cours
d’un neuropaludisme chez I’homme ne permettait pas la diminution de la mortalité mais
augmentait les risques de complications digestives ou respiratoires (83,84).

- Immunoglobines IV : dans le cadre d’un neuropaludisme, la réduction de I’inflammation
systémique grace a I’administration chez I’homme d’Immunoglobulines IV n’a pas permis de
diminuer la mortalité, et des séquelles neurologiques ont notamment été décrites dans certaines
études (85).

- Anticorps monoclonal TNFa : De nombreuses études ont révélé que 1’utilisation d’anticorps
anti-TNFa chez I’homme ne permettait pas d’améliorer la survie des patients atteints de
neuropaludisme et aggraverait méme les complications neurologiques (86).

- Rosiglitazone : ce médicament est initialement un antidiabétique oral, agoniste du récepteur
PPARy impliqué dans la polarisation M2 des macrophages et la résolution de 1’inflammation.
Ce récepteur joue un réle majeur dans le contrdle de la réponse immunitaire et en diminuant
I’inflammation générée au cours de la pathologie. Une étude clinique de phase Il menée sur des
enfants atteints de paludisme simple a évalué la tolérance, la sécurité et 1’efficacité¢ de la
rosiglitazone. Les résultats ont montré que les patients traités avec de la roziglitazone n’ont pas

développé d’hypoglycémie ni d’autre complication clinique et biologique (87). Une nouvelle
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étude est actuellement en cours afin d’évaluer I’efficacité de cette molécule sur des patients

atteints de paludisme grave (88). C’est actuellement la molécule la plus prometteuse.

* Molécules visant a réduire le stress oxydant :

- N-acétyl-cystéine ou NAC : ce médicament posséde des propriétés antioxydantes en stimulant
la production du glutathion. Il permet donc de lutter contre le stress oxydant observé lors d’un
neuropaludisme. Cependant, ce stress oxydant peut s’avérer bénéfique pour le patient car il
améliore 1’¢limination des parasites et limite la cytoadhérence des GRi aux cellules
endothéliales. Des études menées chez ’homme ont cependant montré que d’administration de
NAC lors d’un neuropaludisme n’avait aucun effet sur I’amélioration clinique ou la mortalité

des patients (89,90).

* Molécules visant a augmenter le niveau de NO :

L-Arginine : Le monoxyde d’azote, ou oxide nitrique (NO), est une molécule endogene
synthétisée a partir de L-arginine et d’oxygeéne. Le NO est libéré par les cellules endothéliales,
les macrophages ou encore les neurones et a été identifié comme jouant un réle dans le
processus physiopathologique du neuropaludisme (91). En effet, il aurait la capacité de réduire
la cytoadhérence des GRi aux cellules endothéliales, d’induire une vasodilatation, de diminuer
’agrégation plaquettaire, ou encore de jouer un role dans les mécanismes d’apoptose cellulaire
(92). Des études cliniques sont en cours afin d’évaluer plus précisément la potentielle utilisation

du NO en tant que traitement adjuvant du paludisme grave chez I’homme.

* Molécules visant a inhiber la cytoadhérence :

- Aptameéres : De nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant des aptameéres (oligonucléotides
synthétiques capables de fixer un ligand) sont actuellement étudiées afin d’inhiber la
cytoadhérence des GRi aux cellules endothéliales et limiter le rosetting (en inhibant par
exemple 1’adhésion de la protéine PFEMP1 a ses récepteurs) (93).

- Levamisole : ce médicament aurait la propriété d’inhiber 1’adhésion des GRi au récepteur
CD36 présent a la surface de I’endothélium vasculaire, limitant alors la cytoadhérance et donc
la sequestration des GRi dans les capillaires sanguins. Cependant, une étude menée sur des
patients atteints de paludisme grave a montré que 1’administration de Levamisole ne présentait

aucun bénéfice quant a 1’évolution de la pathologie (94).

* Molécules visant a limiter les effets néfastes au niveau du cerveau :
- Erythropoiétine : I’EPO est une hormone stimulant la production de GR au niveau de la moelle

osseuse. Elle a des propriétés neuroprotectrice, anti-inflammatoire, anti-oxidante et anti-
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apoptotique. Des études ont montré qu’un niveau élevé d’EPO est corrélé a une diminution du
déficit neurologique (95,96). Mais une récente étude menée en Inde sur des patients atteints de
neuropaludisme a montré des résultats inverses : le niveau d’EPO était positivement corrélé a
la gravité palustre (97). Des études sont encore nécessaires afin de mieux évaluer le potentiel

réle bénéfique de cet hormone.

* Molécules agissant sur le Fer :

- Desferrioxamine ou Deferipone : ces deux médicaments sont des chélateurs de fer, ils
permettent donc de diminuer la quantité de Fer présent dans la circulation sanguine nécessaire
a lareproduction du parasite et de réduire la production de ROS. S’ils permettent, chez ’homme
atteint de paludisme grave, de limiter la parasitémie, ils sont néanmoins responsables de

complications graves (anémie sévere, voire parfois augmentation de la mortalité) (98).

* Molécules visant a diminuer la pression intra-cérébrale et [’edeéme cérébral :

- Mannitol : les solutés de mannitol sont hypertoniques (création d’un gradient osmotique
entrainant I’eau a sortir des cellules), ils permettraient de diminuer la pression intra-cérébrale.
Cependant des études réalisées sur ’homme n’ont pas montré d’amélioration de la survie, le
mannitol induirait méme une augmentation du délai de coma et aggraverait donc I’évolution de
la pathologie (99-101).
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OBJECTIFS DU PROJET

Ce projet a été mené au sein du laboratoire PHARMA-DEV (UMR 152, IRD/UPS, Toulouse
[11), en collaboration avec le laboratoire MERIT (Mére et Enfant face aux infections tropicales,
UMR 216, IRD/Université Paris Descartes) a Paris, et le laboratoire CERPAGE (Centre
d’Etude et de Recherche sur le Paludisme Associé a la Grossesse et a I’Enfance) a Cotonou au
Bénin. Il vise a mieux comprendre la physiopathologie du neuropaludisme dans le but in fine
de proposer de nouvelles stratégies de prise en charge de cette maladie pour une approche
immunothérapeutique. En effet, malgré un traitement antipaludique efficace a base
d’artémisinine, le taux de létalité du neuropaludisme est estimé a 20% et I’incidence des

séquelles neurologiques entre 4 et 14% (3).

Dans un premier temps et pour cette thése de pharmacie, notre objectif principal était de
rechercher un profil cellulaire spécifiqgue du neuropaludisme dans les cellules du sang
périphérique traduisant [’état de neuroinflammation. La plupart des ¢études sur le
neuropaludisme ont été menées sur modéles murin. Notre étude permettra de confirmer chez le
patient les hypothéses proposées et de déterminer quelle réponse cellulaire est associée aux

symptdémes du neuropaludisme.

Les données socio-cliniques des patients constituent un aspect important de cette étude menée
chez des enfants béninois. En effet, des données telles que 1’age du patient, la prise antérieure
de médicament ou I’utilisation d’une moustiquaire sont des paramétres qui participent a la
gravité de I’acces palustre. La stratégie de cette étude repose sur la comparaison de 3 groupes
de patients béninois : 1/ neuropaludisme, 2/ anémie sévere palustre, 3/ accés simple. Ainsi, nos

objectifs sont les suivants :

Obijectif principal :
L’objectif principal de cette étude est de déterminer un profil cellulaire spécifique du

neuropaludisme (et ainsi de pouvoir en dégager des facteurs de risque et de protection).

Obijectifs spécifiques :
1/ Le premier objectif spécifique consistera & comparer les 3 groupes de paludisme sur des

criteres socio-cliniques.
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2/ Le second objectif spécifique s’intéressera a étudier 1’état d’activation des lymphocytes T
CD8 présents dans le sang en fonction de la gravité de ’accés palustre.

3/ Le troisieme objectif spécifique consistera a définir la répartition des sous-populations de
monocytes présents dans le sang et leur état d’activation en fonction de la gravité de I’acces

palustre.
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METHODES

1.  Aspects éthiques

Avant son démarrage, cette étude a été acceptée par le Comité d’Ethique institutionnel de
I’Institut des Sciences Biomédicales Appliquées (ISBA) rattaché a 1’Université d’Abomey

Calavi du Bénin.

2.  Site et population d’étude

L’étude a été menée pendant deux saisons de transmission (mai-juillet) en 2014 et 2016 dans le
Sud du Bénin, zone d’hyperendémie du paludisme. Les prélévements ont été réalisés sur deux
sites : I’hopital pédiatrique de Cotonou (Hopital Mére et Enfant Lagune, HOMEL) pour les
paludismes graves (neuropaludisme, anémie sévere palustre) et le centre médical Saint Joseph
a SO-Tchanhoué (Sud du Bénin, a environ 15km de Cotonou) pour les accés simples. L’étude a
porté sur des enfants &gés de 6 mois a 6 ans, population particulierement vulnérable car n’étant
plus protégée par les anticorps maternels et n’ayant pas encore développée d’immunité
adaptative. Ces derniers ont été séparés en différents groupes en fonction de leur forme clinique
de paludisme : 2 groupes en 2014 (neuropaludisme ou CM, acces simple ou UM), 3 groupes en
2016 (CM, anémie sévere palustre ou SMA, UM), selon les critéres suivants :

- Neuropaludisme (CM) : infection a P. falciparum confirmée et score de Blantyre <2. Le score
de Blantyre (SB), utilisé chez le jeune enfant, est un score neurologique allant de 0 a 5 et
déterminant le stade du coma (Annexe 1).

- Anémie sévere palustre (SMA) : infection & P. falciparum confirmée et taux d’hémoglobine
(Hb) <5 g/dL et score de Blantyre > 3

- Accés simple (UM) : infection a P. falciparum confirmée combinée & une fievre ou une
histoire récente de fievre (température axillaire > 37,5°) et absence de signe de gravité.

Ces criteres ont été définis a partir des définitions OMS du paludisme grave et du paludisme
simple (Voir 1% Partie, V-Physiopathologie et Symptomatologie, 3.2 Accés palustres graves &
P. falciparum). Les enfants séropositifs pour le VIH ou présentant une méningite confirmée ont

été exclus de 1’étude.
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Déroulement de linclusion des patients : un recrutement exhaustif des enfants a été réalisé
pour répondre aux contraintes de temps et de terrain. L’inclusion des patients s’est déroulée en
collaboration avec 1’équipe soignante des services de pédiatrie des deux centres et n’a pas
interféré avec le fonctionnement habituel des deux centres de santé (Annexe 2). A I’arrivée, les
enfants étaient examinés cliniquement et un test de diagnostic rapide du paludisme (TDR) était
réalisé. Apres la signature d’un consentement libre et éclairé par les parents, les enfants
présentant les critéres d’inclusion de I’un des trois groupes étaient inclus dans le projet (Annexe
3a et 3b). Pour les paludismes graves, les taux d’hémoglobine (Hb) n’étant pas connus a
I’inclusion ni le score de Blantyre (SB) de maniere précise, la répartition dans les groupes a été
faite lors de I’analyse des données. Pour chaque patient, un questionnaire a été rempli avec les
parents afin de collecter les données sociales et les antécédents médicaux des patients (age,
sexe, hospitalisation antérieure, prise d’antipaludiques récente,...) (Annexe 4). Les patients
inclus ont été pris en charge financiérement par le projet (frais d’hospitalisation et de traitement)
et traités selon les recommandations nationales du Bénin par les CTA (Combinaisons

thérapeutiques a base d’ Artémisinine).
3. TDR, gouttes épaisses et frottis sanguins (GE/FS)

Des TDR (SD Inc, One step malaria antigen Pf test) ont été réalisés avant chaque inclusion. Ce
TDR consiste a détecter I’antigene HRP2 (protéine riche en histidine 2) spécifique de P.
falciparum dans le sang des patients par immunochromatographie. Les GE/FS ont été réalisés
a partir du tube de sang veineux ramené au laboratoire (voir point 4) et colorées au Giemsa. Les
densités parasitaires (DP) ont été calculées en nombre de parasites par microlitre de sang, en
considérant une moyenne de 8000 leucocytes/ul de sang. Les lames ont éeté lues par deux

microscopistes différents et la moyenne des deux DP a été calculée.
4.  Prélevements sanguins et bilans biologiques

Quatre a huit mL de sang veineux périphérique ont été prélevés en tube EDTA dés I’inclusion
(JO) puis 4 mL a J21 afin d’¢tudier I’évolution de la réponse immunitaire au cours de I’infection
palustre. Un bilan biologique a JO a été réalisé par les personnels de santé des centres médicaux.
Ce bilan incluait les mesures classiques présentes dans un hémogramme (Hb, hématocrite,

globules rouges, globules blancs, plaquettes, VGM, CCMH et TCMH) ainsi que la glycémie.
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La détermination du groupe sanguin de I’enfant ainsi qu’un dosage de 1’Hb par Hémocue® ont
également été effectues a notre laboratoire. A JO, une ponction lombaire a été effectuée par
I’équipe soignante chez les enfants présentant une altération de la conscience afin d’écarter une
méningite. Des tests de dépistage rapide du VIH ont également été realisés en collaboration

avec le personnel soignant des deux centres médicaux.

5.  Séparation des cellules mononuclées (PBMC)

Les PBMC, cellules mononuclées retrouvées dans la circulation périphérique (correspondant

aux lymphocytes et monocytes), ont été séparées du reste de I’échantillon par centrifugation en

Before centrifugation  After centrifugation gradient de densité
|| Lymphoprep® (Figure 12).
— L’anneau de PBMC a été
récupéré et les cellules
lavées en PBS. Les PBMC

| «— Mononuclear: | ONt ensuite été congelées en

RPMI  complémenté par

Erythracytesa | 3004 de sérum de veau feetal
granulocytes
Figure 12 : Séparation des PBMC par centrifugation en gradient de (SVF) et 30% de DMSO une

densité (d’aprés Ruber M., 2015)

nuit a -80°C avant d’étre

placées dans I’azote liquide pour I’étude ultérieure des différentes populations cellulaires
présentes. A la fin de 1’étude, tous les échantillons de plasmas et de PBMC ont été rapatriés au
laboratoire PHARMADEYV a Toulouse.

6. Mesure du pourcentage de populations cellulaires et de leur

état d’activation par la cytométrie en flux

6.1) Principe de la cytométrie en flux

Cette technique permet de caractériser les cellules présentes dans un échantillon. Les cellules
en suspension passent une a une devant les faisceaux lasers et des signaux sont émis par chaque
cellule : 1/ la lumiére diffusée aux petits angles (Forward Scatter, FSC) qui renseigne sur la

taille des cellules ; 2/ la lumiére diffusée a 90 degres (Side Scatter, SSC) qui renseigne sur la
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forme, la structure interne et la granularité des particules ; 3/ les signaux de fluorescence (émise
par la cellule elle-méme, ou autofluorescence, et émise par un ou plusieurs anticorps couplés a
un fluorochrome et qui se lient spécifiquement a la cellule). Les données obtenues permettent
de déterminer des pourcentages de cellules définis selon les parameétres choisis ainsi que
I’intensité de fluorescence des anticorps testés qui indique le niveau d’expression de 1’antigéne
cible de I’anticorps utilisé. Les signaux lumineux sont transformés en signaux ¢électriques dans
les photomultiplicateurs afin de pouvoir étre compatibles a une analyse informatique (ici a

I’aide du logiciel Java®) comme indiqué en Annexe 5.

6.2) Préparation des échantillons de PBMC et analyse en

cytométrie de flux

Les différentes populations cellulaires issues des PBMC (lymphocytes T, lymphocyte B,
cellules NK, et monocytes) ont eté caractérisées par cytométrie de flux a I’aide d’anticorps
spécifiques couplés a des fluorochromes. Pour cela, les PBMC ont été lavées en PBS/™ (sans
calcium et sans magnésium) et reprises dans 1ml de milieux de culture (SFM + 1% de L-
Glutamine-Peénicilline-Streptomycine + 10% de SVF). Le nombre de cellules présentes dans
chaque échantillon a été déterminé par comptage en cellule de Malassez (lame de verre
quadrillée permettant le dénombrement manuel des cellules au microscope) apres avoir procédé
aune dilution au 1/10°™ au bleu trypan, colorant permettant d’apprécier la viabilité des cellules.
Selon le nombre de cellules obtenu, 20 000 a 300 000 cellules ont été finalement distribuées
pour chaque échantillon en tubes de cytométrie.

Pour chaque échantillon de PBMC, 3 panels ont été réalisés :
- Panel 1 : Analyse de I’ensemble des populations cellulaires immunitaires
Constitué de 7 anticorps (CD3, CD4, CD8, CD25, CD56, CD19, CD14)
- Panel 2 : Analyse de I’activation de lymphocytes T CD8
Constitué de 5 anticorps (CD3, CD8, CD69, CXCR3, CX3CR1)
- Panel 3 : Analyse des sous-populations de monocytes et de leur activation (102)
Constitué de 5 anticorps (CD14, CD16, TLR2, CD36, CCR2) et d’un anticorps
marqueur de mortalité cellulaire (Live-Dead)
Les tableaux 5a, 5b, et 5¢ résument les caractéristiques principales des populations cellulaires

et des marqueurs utilisés dans notre analyse.

77



Tableau 5a. : Description des différentes populations cellulaires présentes dans les PBMC et
anticorps spécifiques utilisés pour leurs identifications par cytométrie en flux (Panel 1)

Types de cellules

Actions principales Anticorps
(fluorochrome)

Lymphocyte T
(LT)
LT CD4

LT CDS8

LT régulateur (T
reg)

Natural Killer
(NK)
Lymphocyte B
(LB)

Monocyte

Responsable de la réponse immunitaire cellulaire  CD3 (VioBlue)
specifique (destruction des cellules pathogénes)

Intermédiaire de la réponse immune (stimule le CD4 (APC
systeme immunitaire notamment en produisant Vio770)
I’IL-2), stimule la prolifération et la

différenciation des LT CD8 et LB

Cytotoxique (destruction des cellules infectées) CD8 (PerCP)

Limite inflammation en inhibant I’activation CD25 (PE)

d’autres cellules immunitaires (LT CD4/8)

Lyse les cellules infectées, Stimule les autres CD56 (APC)

cellules de I’'immunité (production de cytokines)

Production d’AC, role de cellule mémoire CD19 (PE
VIO770)

Phagocytose, Cellule présentatrice d’Ag, Sécrétion CD14 (PerCP

de nombreuses cytokines, Réle dans la Vio700)

coagulation sanguine

Tableau 5b. : Localisation et fonction des récepteurs ciblés pour 1’é¢tude de I’activation des
lymphocytes T CD8 et anticorps utilisés en cytométrie en flux (Panel 2)

. Localisation Fonctions Anticorps
Récepteur
(fluorochrome)
CD3 LT S’associe au récepteur des cellules T CD3 (VioBlue)
(TCR) et permet ’activation des LT
CD8 LT CD8 Agit comme co-récepteur lors d’'une  CD8 (PerCP)
interaction avec le CMH-I
(activation et amplification du
signal)
CD69 LT CD8+, LB, NK, Stimule I’activation et la CD69 (FITC)
Monocytes prolifération des LT

CXCR3 LT CD4 Thl, LT Stimule la réponse immunitaire de CD183 (PE)
CD8+, T reg, NK, type Thl (inflammatoire)

NKT

CX3CR1 Monocytes Récepteur de CX3CL1. Favorisela  CX3CRL1 (PE
résidants, LT CD8+ migration des LT, NK et monocytes  Vio770)

anti-inflammatoires
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Tableau 5c¢. : Localisation et fonction des récepteurs ciblés pour 1’étude de ’activation des
monocytes et anticorps utilisés en cytométrie en flux (Panel 3)

Récepteur Localisation Fonctions Anticorps
(fluorochrome)
CD14 Monocytes Permet la différenciation des CD14 (PerCP

monocytes en cellules dendritiques,  Vio700)
Co-Récepteur du LPS

CD16 Monocytes, NK Intervient dans la cytotoxicité des CD16 (PE)
AC
TLR2 Monocytes, LB,  Active le systeme immunitaire TLR2 (APC)
T reg (monocytes ++), Favorise I’apoptose

et le détachement des cellules
endothéliales
CD36 Monocyte, GR, Fixe et phagocyte les GRi par P. CD36 (FITC)
plaquettes falciparum, Stimule la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires,
Impliqué dans le métabolisme des

acides gras
CCR2 Monocytes et Récepteur de MCP-1. Favorise la CCR2 (PE Vio700)
microglie migration des monocytes, Oriente
cérébrale, LT Vers une réponse immunitaire de
CD4, NK type Th1l (inflammatoire)
Live- Toutes les Permet de différencier les cellules LD (Violet)
Dead cellules vivantes et mortes

Ainsi, pour chaque prélévement, les PBMC conservées en vue de la cytométrie de flux ont été
réparties en trois tubes correspondant aux trois panels. Un dernier tube, appelé « Non Marqué »
a été utilisé comme témoin, constitué des PBMC d’un échantillon pris au hasard parmi ceux
possédant le plus de cellules, sans anticorps ajoute.

Les PBMC distribuées dans chaque tube de cytométrie ont été centrifugées (5 minutes a
1500rpm) et les tubes du panel 3 ont été marqués au Live-Dead (100ul/tube puis incubation a
I’obscurité durant 15 minutes). Les cellules ont ensuite été lavées au PBS*/* puis marquées a
I’aide des anticorps de chaque panel (100 pl du mix d’anticorps de chaque panel, 10 minutes a
4°C), et lavées en PBS-1% SVF. Une fois le surnageant éliming, 300 pl de PBS-1% SVF a ete
ajouté dans chaque tube avant la lecture au cytometre. L’ensemble des tubes contenant les
PBMC des patients de 2014 et 2016 ont été analyses au cytometre en flux (Cytometer BD
Fortessa®).

6.3) Acquisition informatique des données et stratégie d’analyse

de la cytométrie en flux
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Sur I’ordinateur d’analyse, des ajustements ont été effectués afin de s’assurer que les spectres
d’émission des fluorochromes d’un méme panel ne se chevauchaient pas. Les paramétres de
taille, de granulosité ou de viabilité ont été collectés ainsi que la répartition de chaque
population cellulaire (leurs pourcentages respectifs). Ainsi des fenétres d’analyse ont été créées
pour chaque panel afin de caractériser les cellules et les identifier de facon a limiter les erreurs
d’interprétation, a obtenir une analyse la plus homogene possible tout en s’adaptant aux
variabilités inter-individuelles (des exemples de stratégic d’analyse de populations sont
présentés en Annexe 6). Parallélement et pour chaque panel, un tableau statistique récapitulatif
de ’ensemble des caractéristiques a été créé et a été exporté au format EXCEL. Les parametres
ont alors été triés et le plus pertinent (pourcentages relatifs des populations cellulaires d’intérét)
a été rassemblé pour I’analyse finale. Les échantillons ne possédant pas suffisamment de
cellules ont été exclus de I’analyse. Ainsi, dans le panel 1, tous les échantillons ayant moins de
500 cellules CD14+ (monocytes) et moins de 500 cellules CD3+ (lymphocytes) ont été exclus.
De méme, dans le panel 2, seuls les échantillons ayant plus de 500 cellules CD3+ ont été gardés.
Enfin, dans le panel 3, seuls les échantillons possédant plus de 1000 cellules vivantes dont au

moins 500 CD14+ ont été inclus dans 1’analyse finale.

7. Analyse statistique

7.1) Calcul du nombre de sujets nécessaires et de la puissance de

I’étude

Le nombre de sujets nécessaires n’a pas été calculé a priori pour cette étude. Un recrutement
exhaustif a été réalisé dans les deux centres de santé associés a ce projet afin de pouvoir
maximiser le nombre de sujets inclus dans I’étude. Dans le temps imparti sur le site dont le
nombre de cas de paludisme sévéres est connu, un minimum de 30 sujets par groupe était
attendu (d’aprés les études précédemment menées dans les mémes sites). A la vue des variations
des niveaux d’expression des marqueurs observés dans les études antérieures, il a éte difficile
de donner une valeur pertinente de la puissance pour cette étude. Cependant, un calcul a été
réalisé sur le logiciel OpenEpi, prenant en compte le pourcentage de LT CD8 obtenus lors d’une
étude expérimentale antérieure sur un modele murin de paludisme, avec 11,3% de LT CD8 dans
le groupe neuropaludisme et 1,2% dans le groupe acces palustre simple. La valeur de la
puissance ainsi obtenue était de 75%.
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7.2) Analyse descriptive des deux bases de données 2014 et 2016

Les données issues des questionnaires patients ainsi que les résultats des examens clinico-
biologiques ont été saisis sur le logiciel EXCEL2016 pour I’ensemble des enfants inclus dans
cette étude en 2014 et 2016. L’intégralité des variables a été vérifiée pour chagque patient. En
cas de doute ou de disparité sur un critére, I’enfant a été retiré de I’analyse finale. Les variables
définissant I’appartenance aux trois groupes cliniques (critéres d’inclusion) ont été controlées
et chaque enfant a été réparti dans son groupe clinique définitif. Les enfants ne respectant pas
I’ensemble des critéres définissant leurs groupes ont été retirés de 1’étude. Les résultats des
variables quantitatives ont été données en prenant en compte la médiane +/- les 25°™ et 75°™®

percentiles. Les variables qualitatives ont quant a elles été exprimées sous forme de fréquences.

7.3) Analyse descriptive des données de base des
échantillonnages de 2014 et 2016

Afin de décider si les résultats des deux échantillonnages réalisés en 2014 et 2016 pouvaient
étre réunis dans une seule analyse, une premiére comparaison a porté sur les données de base
définissant les critéres d’inclusion des sujets (SB, Hb) ainsi que 1’age et la DP, deux facteurs

qui ont un réle prépondérant dans la réponse immunitaire (103).

7.4) Recherche de criteres spécifiques du type d’accés palustre

Dans un premier temps, les données sociales et clinico-biologiques ont été analysées dans le
but de dégager des facteurs spécifiques du type d’acces palustre (UM, SMA ou CM). Les
parametres immunologiques (profils cellulaires) ont ensuite été analysés. Les données obtenues
a J21 ont été également comparées a celles de JO en considérant que les J21 reflétent un état
contréle sain. Les données de cytométrie n’ont pas pu étre analysées a J21, faute d’un nombre
suffisant de prelevements. Pour ces analyses, le test non paramétrique U de Mann-Whitney a
été utilisé pour établir les comparaisons de valeurs continues entre 2 groupes definis par 2
valeurs nominales et le test de Kruskall-Wallis a été utilisé dans le cas de groupes définis par
plus de 2 valeurs nominales. Le test du 2 (ou test exact de Fisher) a permis de comparer les
variables nominales entre les groupes. Le test de corrélation des rangs de Spearman a permis
d’établir les corrélations entre deux variables continues. La valeur Rho indique le niveau de
corrélation. Les tests statistiques ont été réalisés sur le logiciel StatView et le taux de

significativité de ces tests a été fixé a p < 0.05.
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7.5) Régressions linéaire et logistique

Afin d’identifier les facteurs de risque et de protection du neuropaludisme, une
régression linéaire (ou analyse univariée) a été conduite sur I’ensemble des variables socio-
cliniques et biologiques. Les résultats sont exprimés en Odds Ratio bruts (OR), avec un
intervalle de confiance a 95%. Suite a cette analyse, et afin de prendre en compte I’interaction
des variables entre elles, une régression logistique (ou analyse multivariée) a été effectuée en
considérant comme variable dépendante le type CM d’acces palustre (versus les autres : UM et
SMA). Les variables indépendantes proposées dans notre modéle étaient associées a la variable
dépendante en analyse univariée avec un p < 0.2. Le modeéle final ne présente que les variables

possédant un p <0.05 en analyse multivariée.
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RESULTATS

1.  Analyse descriptive des deux bases de données 2014 et 2016

Les données sociales, cliniques et biologiques des patients ont été saisies a partir des
questionnaires et des résultats des examens clinico-biologiques issus des laboratoires des

centres de santé de Cotonou ainsi que du laboratoire de recherche au Bénin.

1.1) Détermination des groupes cliniques définitifs

Au total, 68 patients (31 UM et 37 CM) ont été recrutés lors de I’étude réalisée en 2014. Apres
I’analyse des criteres clinico-biologiques nécessaires a la répartition des enfants dans chacun
des deux groupes de paludisme, 30 enfants UM et 29 CM ont finalement été inclus dans

I’analyse finale. Les raisons de ces exclusions sont expliquées dans la Figure 13a.

Recrutement ( 68 enfants ’
I
‘ EXCLUSION (n =1) ‘ EXCLUSION (n = 8) ’
DP=0(n=1) SB=3(n=8)
! !
Analyse [ INCLUSION {n = 30) ’ [ INCLUSION (n = 29) ’

Figure 13a : Diagramme de flux pour les prélevements 2014

Concernant les prelevements réalisés en 2016, 119 enfants ont été initialement recrutés : 39
UM, 34 SMA, 15 CM, et 31 PGM (paludismes graves modérés). Ce dernier groupe inclus les
patients dont le diagnostic de paludisme a P. falciparum a été confirmé et ayant un taux d’Hb
strictement supérieur a 5 g/dL et inférieur ou égal a 7 g/dL ou un SB < 5. Bien que ces patients
aient ét¢ hospitalisés et pris en charge a I’hopital HOMEL avec un diagnostic de paludisme
grave, ils n’ont pas pu étre inclus dans un des 3 groupes de cette étude, nous avons donc décidé
de ne pas les prendre en compte dans notre analyse. Apres un examen plus précis des données,
32 patients UM, 29 SMA et 13 CM ont finalement été inclus dans notre analyse finale. Les

raisons de ces exclusions sont décrites dans la Figure 13b.
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Recrutement ‘ 119 enfants ’
|

EXCLUSION (n = 5)

EXCLUSION (n =7) Age >6ans (n = 1) EXCLUSION (n=2)
Age >6ans (n = 6) Pas de prélévement (n = 2) Pas de prélévement (n=1) EXCLUSION (n =31)
Pas de préléevement (n = 1) Suivi a Saint-Joseph (n = 1) VIH+ (n = 1)
VHI+ (n=1)
Analyse ‘ INCLUSION (n = 32) ’ ‘ INCLUSION (n = 29) ’ ‘ INCLUSION (n = 13) ’ ‘ INCLUSION (n = 0)

Figure 13b: Diagramme de flux pour les prélévements 2016

1.2) Comparaison des prélevements 2014 et 2016 a JO

Les deux groupes de paludisme simple issus des prélevements de 2014 et 2016 (respectivement
UMz4 et UM16) ont été analysés a partir de variables communes afin de déterminer s’ils étaient
comparables de maniere a les regrouper, ou non, pour I’analyse finale. Aprés une analyse des
critéres de base, une différence significative a été observée concernant 1’age des enfants et la
densité parasitaire a JO (Tableau 6a). De méme, pour les deux groupes de neuropaludisme inclus
en 2014 et 2016 (respectivement CM14 et CMag), une différence significative a été observée

entre les densités parasitaires a JO (Tableau 6b).

Tableau 6a : Comparaison des données sociales, cliniques et biologiques entre les patients
atteints de paludisme simple en 2014 (UM14) et 2016 (UM16)

UM 14 UM 16 p
Variables n ntotal =30 n ntotal = 32
Age (mois) 30 21 (13-36) 31 36 (18-60) 0.0015*
Sexe (M/F) 30 56-7-43,3 32 46.9-53,1 nst

Température (°C) 30 37,7 (37,0-38,7) 16 37,6 (37,2-37,8) ns*
DPJO 30 767 (120-6900) 30 5167 (1600-17176) 0.0057*

DP = densité parasitaire a JO \
Variables quantitatives : médiane (25-75°™ percentiles). Variables qualitatives : pourcentages
*Test de Mann Whitney ; $Test du Chi? ; ns = non significatif ; seuil de significativité : p < 0.05
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Tableau 6b : Comparaison des données sociales, cliniques et biologiques entre les patients
atteints de neuropaludisme en 2014 (CM14) et 2016 (CM16)

CM 14 CM 16 p
Variables n n total = 29 n n total = 13
Age (mois) 29 30 (17-48) 13 34 (29-44) ns*
Sexe (M/F) 29 51,7-48,3 13 69,2-30,8 nst
Poids JO (kg) 29 11 (9,0-13,3) 11 12,0 (9,4-13,0) ns*
Température
(°C) 29 38,6 (38,0-39,1) 12 38,3 (37,8-38,9) ns*
MI (oui %) 29 96,6 8 87,5 nst
SB JO 29 2,0(1,0-2,0) 13 2,0(2,0-2,0) ns*

680 000 (60 114-2 440 24 531 (2 646-257

DP JO 29 000) 13 618) 0.016*
Hb JO 29 5,5(4,2-6,9) 12 5,0(3,8-6,1) ns*
Glycémie JO 27 0,8(0,31-1,24) 9 1,0 (0,3-1,5) ns*

MI = moustiquaire imprégnée ; SB = score de Blantyre ; DP = densité parasitaire ; Hb = hémoglobine

Variables quantitatives : médiane (25-75°™ percentiles). Variables qualitatives : pourcentages

*Test de Mann Whitney ; $Test du Chi? ; ns = non significatif ; seuil de significativité : p < 0.05

Ces deux criteres, age et densité parasitaire, jouant un role critique dans la réponse immunitaire
(103), ces 2 groupes seront analysés de fagon séparée. De plus, les études statistiques étant
encore en cours pour les prélevements de 2014, seule 1’étude réalisée en 2016 dont les données

descriptives sont plus détaillées sera présentée dans la suite de cette these.

1.3) Recherche des criteres sociaux, cliniques et biologiques

speécifiques des groupes UM, SMA et CM

Les données sociales, clinico-biologiques, de prise en charge et de traitements ont été récoltées
et analysées pour chaque enfant. Les tableaux 7a, 7b, et 7c présentent les résultats pour les
échantillons 2016. L’intégralité des informations n’a pas pu étre récoltée pour chaque enfant et

le nombre de patients par item est indiqué dans les tableaux.

Analyse des données sociales : différentes données sociales ont été analysees : 1’age, le sexe,
I’antériorité ou non d’une hospitalisation due a un paludisme, la prise ou non de traitement dans
les jours précédents (antipaludiques et autres) et ’utilisation d’une moustiquaire imprégnée
comme moyen de prévention (voir Tableau 7a). La comparaison de ces variables entre les trois
groupes cliniques indique que le sexe n’a pas d’incidence sur la forme clinique de paludisme
dans notre étude. De plus, les enfants du groupe UM étaient plus agés que les enfants du groupe
SMA (avec respectivement 36 et 30 mois, p = 0.036). La méme tendance est constatée en

analysant le pourcentage d’enfants ayant connu au moins une hospitalisation antérieure pour
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paludisme avec 40,7% de réponses positives pour le groupe UM, 7.7% pour le groupe SMA (p
=0.005) et 23.1% pour le groupe CM. Ce résultat doit cependant étre interprété avec prudence
car la variable « hospitalisé précédemment » est liée a 1’age : plus les enfants sont ages plus la
probabilité qu’ils aient déja subi une hospitalisation pour paludisme est forte (test U de Mann-
Whitney, p = 0,0081). Aucune différence significative n’a été observée en comparant le
pourcentage d’enfants de chaque groupe ayant pris un traitement antipaludique les jours
précédents leur hospitalisation. Cependant, le pourcentage d’enfants ayant pris un traitement
antérieur a I’hospitalisation autre qu’un antipaludique (antibiotique, tisane, fer, calmant,
antiémetique) est multiplié par 2,5 ou plus entre le groupe UM et les deux formes graves (avec
35% pour les UM, 87,5% et 91,0% pour les SMA et CM, respectivement, p = 0.0002). Enfin,
aucune différence n’a été observée dans I’utilisation des moustiquaires imprégnées entre les

groupes.

Analyse des données de prise en charge et de traitements : la durée d’hospitalisation, les
traitements donnés dans les deux centres de santé a JO ainsi que le devenir clinique des patients
sont indiqués dans le Tableau 7b. La durée d’hospitalisation augmente significativement avec
la gravité des formes cliniques. En effet, si aucun enfant atteint de paludisme simple n’a été
hospitalise, cette durée était de 4 et 6 jours pour les groupes SMA et CM respectivement (p <
0.0001). Comme attendu, les traitements antipaludiques dispensés aux malades a JO varient eux
aussi en fonction des formes cliniques de paludisme et donc également en fonction des sites de
prise en charge (p < 0,0001). Ainsi, 100% des formes graves ont été traités par de 1’artésunate
IV, un dérivé de I’artémisinine, alors que les accés simples ont été traités en trés grande majorité
par la combinaison artémether/luméfantrine par voie orale (86,7%) et aucun patient n’a regu de
I’artésunate IV. Concernant les autres traitements donnés aux malades, les résultats indiquent
que la prescription d’anti-inflammatoires ainsi que les transfusions sanguines sont trés
largement augmentées chez les paludismes graves avec entre 76% et 100% d’administration
d’anti-inflammatoires dans les formes graves contre 16.7% pour les acces simples (p < 0.0001).
Les transfusions sanguines étaient également trés fréquentes pour les deux groupes de
paludisme grave (91,7% pour les CM et 100% pour les SMA) alors qu’aucune transfusion n’a
été réalisée pour les acces simples (p < 0,0001). Parmi les autres traitements administrés aux
patients, la prise d’antibiotiques est multipliée par 3 entre le groupe UM et CM avec
respectivement 20% et 62,5% (p = 0.019). Le devenir clinique des patients est également
différent en fonction du groupe clinique (p = 0.0010). En effet, si tous les patients atteints de

paludisme simple sont sortis de I’hopital avec 1’accord du personnel médical et qu’aucun décés
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n’a été notifi¢ dans ce groupe, on observe dans le groupe SMA une létalité de 7.4% et aucun
patient sortis contre avis médical, contrairement au groupe CM ou 36.4% des enfants sont soit
décédés (18.2%) soit sortis contre avis médical (18.2%).

Analyse des données clinico-biologiques : le Tableau 7c compare les données clinico-
biologiques entre les trois groupes de patients 2016. Si le poids reste une variable constante
entre les formes cliniques, la température axillaire mesurée chez les enfants est quant a elle en
corrélation avec la gravité du paludisme (p = 0,022) avec une température médiane de 37,6°C
pour les UM contre 38,0°C chez les SMA et 38,3°C chez les CM. En revanche, aucune
différence significative n’est observée entre les 2 formes sévéres. De méme, aucune différence
n’est observée entre ces deux mémes groupes en analysant la durée de la fiévre chez I’enfant
avant son hospitalisation. Les convulsions, la profondeur et la durée du coma sont corrélés a la
gravité palustre (p < 0.0001 pour ces trois parameétres) avec un SB médian passant de 5 a 2 et
un delai de coma médian passant 0 a 3,0 jours entre les groupes UM et CM. Environ 61,5% des
patients CM ont présenté des convulsions avant leur hospitalisation, contre 20% des SMA et
7.4% des UM (p = 0.0006). Une fois hospitalisés, des convulsions ont été observées chez 76,9%
des CM, 20,8% des SMA et aucune chez les UM (p < 0.0001). Le pourcentage des patients
présentant un ictére lors de leur admission a 1’hopital est de 9,5% contre 40% dans les groupes
SMA et CM respectivement (p = 0.045). De méme, la densité parasitaire médiane est largement
augmentée dans le groupe CM (24 5321/ul) par rapport au groupe SMA (2 182/ul, p = 0.035).
Les taux d’Hb effectués a JO lors de I’inclusion des enfants sont significativement différents
entre les groupes, résultat attendu puisque lié a la définition des différentes formes cliniques.
Le taux médian d’Hb est logiquement plus faible dans le groupe SMA par rapport aux UM
(respectivement 4,2 g/dl et 10,7 g/dl, p < 0.0001) mais n’est pas statistiquement différent de
celui des CM (5,0 g/dl). L’hématocrite et le nombre de GR dans le sang des patients sont
largement inférieurs aux valeurs normales indiquées pour I’enfant dans les deux formes graves.
En effet, si la valeur normale chez I’enfant est comprise entre 4,0.10° et 5,5.10° GR/mm3, on
observe une médiane de 1,81.10° GR/mm?® chez les SMA et de 2,45.10° GR/mm? chez les CM.
De méme, 1’hématocrite est de 14% et 16% chez les SMA et les CM respectivement, pour des
valeurs normales comprises entre 36 et 45% chez I’enfant. De plus, la glycémie n’a pas montré
de résultat significativement différent entre les groupes. Enfin, une différence significative est
observée entre les 3 formes cliniques en comparant la proportion de chaque groupe sanguin (p
=0.0068). En effet, 60% des UM sont du groupe O (56% O+ et 4% O-) alors que chez les SMA
on obtient 38.5% (34.6 O+ et 3.9% O-) et chez les CM 44.4%, tous O+.
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Synthése des critéres spécifiques des groupes cliniques : le tableau 7d présente une synthese
des criteres spécifiques de chaque groupe clinique. Les variables présentant une différence
significative entre les 3 groupes par le test de Kruskall-Wallis, et présentant une spécificité de
groupe par les comparaisons deux a deux (test U de Mann-Whitney) ont été retenues. Ainsi,

seuls les groupes UM et CM présentent des criteres socio-cliniques spécifiques.

Tableau 7d : Synthése des critéres socio-cliniques caractérisant les groupes UM et CM en
2016

UM CM
Prise de traitement (hors antipaludique) moindre les jours  Sortie contre avis médical ou déces
précédents I’hospitalisation
Traitement a 1’ Artemether-Luméfantrine (per os) a JO Convulsions avant I’hospitalisation
Administration peu fréquente d’anti-inflammatoires a JO Convulsions a JO
Peu de transfusion sanguine au cours de la prise en charge  Faible SB
Courte durée d’hospitalisation Délai de retour a la conscience plus long
Plus faible température corporelle a JO Groupe sanguin O
Plus fort taux d’hémoglobine a JO
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Tableau 7a : Données sociales des 3 groupes de patients présentant un paludisme simple (UM), une anémie sévére palustre (SMA) ou un
neuropaludisme (CM), Bénin 2016

UM SMA CM p p p p

n ntotal=32 n ntotal =29 n ntotal =13 (UM/SMA) (UM/CM) (SMA/CM)
Age (mois) 31 36(18-60) 27 30 (14-48) 13 34 (29-44) 0.036* ns* ns* ns$
Sexe H/F 32 46,9-531 27 51.9-48,1 13 69,2*30,8  nst nst nst nst
Antériorité d’hospitalisation pour paludisme 27 40.7 26 1.7 13 23.1 0.0051 nst nst 0.0194+
Ttt antipalu regu les jours précédents 25 24 24 29.2 12 25 nst nst nst nst
Ttt recu les jours précédents hors antipalu 20 35.0 24 87.5 11 910 0.0003F 0.0028F nst 0.0002F
Moustiquaire imprégnée 26 84.6 23 91.3 8 87.5 nst nst nst nst

Ttt = traitement

Variables quantitatives : médiane (25°™-75™ percentiles) ; Variables qualitatives : pourcentage
*Test de Mann-Whitney ; $Test du Chi? ; *Test de Kruskal-Wallis ; ns = non significatif ; seuil de significativité p < 0.05

Tableau 7b : Détails de la prise en charge médicale a JO des 3 groupes de patients présentant un paludisme simple (UM), une anémie sévere
palustre (SMA) ou un neuropaludisme (CM), Bénin 2016

UM SMA CM p p p
n ntotal =32 n n total = 29 n n total = 13 (UM/SMA) (UM/CM)  (SMA/CM)
Antipaludique recu (molécule) 30 26 11 <0.0001% <0.0001f DM <0.0001}
Artemether-lumefantrine PO | 86,7 0 0
Artemether 6.6 0 0
Quinine PO 6.7 0 0
Artesunate IV 0 100 100
Autres traitements regus
Antibiotiques 30 20 12 417 8 625 nst 0.019+ nst ns (mais p = 0.051)F
Anti-inflammatoires 30 16.7 25 76 9 100 <0.00017 <0.0001f nst <0.0001}
Transfusion sanguine 30 0 27 100 12 917 <0.0001% <0.0001%  nst <0.0001%
Durée d’hospitalisation (jours) 32 0 (0-0) 25 40(386.0) 9 6.0(3.8-6.5 <0.0001* <0.0001* ns* <0.0001%
Devenir clinique 32 27 11 nst 0.0003+ 0.0264+ 0.0010%
Exéat 100 92.6 63.6
Evadé ou Décédé 0 7.4 36.4

PO = per os ; IV = intra-veineux

Variables quantitatives : médiane (25°™-75™ percentiles) ; Variables qualitatives : pourcentage
*Test de Mann-Whitney ; $Test du Chi? ; *Test de Kruskal-Wallis ; ns = non significatif ; seuil de significativité p < 0.05
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Tableau 7c : Données clinico-biologiques des trois groupes de patients présentant un paludisme simple (UM), une anémie sévére palustre (SMA)
ou un neuropaludisme (CM), Bénin 2016

UM SMA CM p p p p
n n total = 32 n n total = 29 n n total = 13 (UM/SMA)  (UM/CM)  (SMA/CM)
Fiévre avant JO (jours) DM DM 26 5 (4-6) 11 4@3-7) DM DM nst DM
Convulsions avant hospit 27 7.4 25 20 13 615 nst 0.0002+ 0.01} 0.0006+
Tableau clinique & JO
Poids (kg) 18  12.0(10.0-16.0) 26 10.4 (8.5-13.0) 11 12.0(9.4-13) ns* ns* ns* ns®
Température (°C) 16  37.6 (37.2-37.8) 23 38.0(37.4-39.0) 12 38.3(37.8-38.9) 0.016* 0.017* ns* 0.022%
Convulsions 32 0 24 2038 13 769 0.007+ <0.0001+ 0.0009} <0.0001+
SB 32 5(5-5) 25 5(4-5) 13 2(2-2) 0.04* <0.0001*  <0.0001* <0.0001%
Délai de coma (jours) 32  0(0-0) 26 0 (0-0) 8 3.0(2.0-35) ns* <0.0001*  <0.0001* <0.0001%
Icttre DM DM 21 95 10 40 DM DM 0.045% DM
Splénomégalie DM DM 6 50 2 50 DM DM DM DM
DP/pLdesang 30 5167 (1600-17 176) 29 2182 (636-34 762) 13 24531 (2 646-257 618) ns* ns* 0.035* ns®
Biologie &4 JO
Taux d’Hb (g/L) 21  10.7 (9.6-12.1) 28 4.2 (3.5-4.6) 12 5.0(3.8-6.1) <0.0001* <0.0001* ns* <0.0001%
GR (/mm3x.10° DM DM 22 1.81(1.49-2.25) 4 2.45(1.75-3.49) DM DM ns* DM
Hématocrite (%) DM DM 19 14 (12-16) 4 16 (15-17) DM DM ns* DM
Glycémie (g/L) 15 0.9 (0.9-1.0) 12 0.9(0.5-1.2) 9 1.0(0.3-15) ns* ns* ns* ns®
Groupe sanguin 25 26 9 nst 0.025+ nst nst
/mst# /0.00191#  /0.02771# /0.00681#
O+ 14 56 9 34.62 0 0
B+ 5 20 7 26.92 4 444
A+ 4 16 6  23.08 5 556
O- 1 4 1 384 0 0
AB+ 1 4 2 769 0 0
AB- 0 0 1 385 0 0

SB = Score de Blantyre ; Hb = hémoglobine ; GR = globules rouges ; DM = donnée manquante
Variables quantitatives : médiane (25°M-75°" percentiles) ; Variables qualitatives : pourcentage

*Test de Mann-Whitney ; $Test du Chi? ; STest de Kruskal-Wallis ; ns = non significatif ; seuil de significativité p < 0.05

# Test du Chi? entre les patients O(O+ et O-) et I’ensemble des autres groupes sanguins (A+/B+/AB+/AB-)
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1.4) Analyses des données immunologiques de cytométrie pour la

recherche de facteurs spécifiques des groupes cliniques

Trois panels ont été réalisés pour chaque échantillon afin d’évaluer la répartition des différentes
populations cellulaires (panel 1), I’activation des lymphocytes LT CD8 (panel 2) et I’activation
des monocytes (panel 3). Les parametres spécifiques de chaque groupe ont été mis en évidence
et sont présentés dans les Tableaux 8a, 8b, et 8c correspondant respectivement aux panels 1, 2
et 3. L’analyse de ces panels a permis de déterminer les facteurs spécifiques de chaque groupe
ou de maniere plus large du paludisme grave.

Comme le montre le Tableau 8a, le pourcentage de lymphocytes T est significativement
inférieur pour les 2 formes de paludisme grave comparé au groupe UM (p = 0.0022 et p =
0.0059 avec les SMA et les CM respectivement). Parmi les LT, la répartition des LT CD8 ne
semble pas discriminer un groupe des deux autres formes cliniques, cependant, leurs
pourcentages sont tout de méme supérieurs chez les SMA par rapport aux UM (p = 0.0396). De
plus, un faible pourcentage de LT CD4 semble étre spécifique au groupe SMA (p <0.0001 avec
les UM et p = 0.0015 avec les CM, Figure 14A). Aucune différence n’est observée dans la
répartition des monocytes, lymphocytes B, cellules NK et lymphocytes NKT entre les 3 formes

clinigques.

Le panel 2 s’intéresse a la répartition des lymphocytes T et leur état d’activation. L’analyse en
cytométrie de la population des LT CD3 a permis de distinguer deux populations, des LT
CD3low (exprimant plus faiblement le CD3 et correspondant & des LT immatures), et des LT
CD3high (exprimant plus fortement le CD3, LT matures). Les LT CD3low sont plus nombreux
dans les formes graves que dans le groupe UM (p = 0.0045 et p = 0.0248 avec les SMA et les
CM, respectivement). Au contraire, les LT CD3high sont moins nombreux dans les formes
séveres que dans le groupe UM (p = 0.0028 et p = 0.0224 pour les SMA et les CM
respectivement). De plus, si un fort pourcentage de LT CD8 CD69 est spécifique des SMA (p
=0.0391 avec les UM et p = 0.0249 avec les CM, Figure 14B), le groupe des CM se caractérise
quant a lui par un faible pourcentage de LT CD8 CX3CRL1 (p = 0.0007 et p = 0.0099 avec les
UM et SMA respectivement, Figure 15B). Enfin, les formes de paludisme sévere présentent un
faible pourcentage de LT CD8 CXCR3 (p = 0.0055 et p = 0.0390 avec les SMA et CM

respectivement).

Le panel 3 s’intéresse aux différentes sous-populations de monocytes et de leur activation. Trois

sous-populations de monocytes ont été caractérisées en fonction de leur récepteurs CD14 et
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CD16 : les monocytes « classiques » CD14+ CD16-, les monocytes dits « intermédiaires »
CD14+ CD16+, et les monocytes «non classiques » CD14low CD16+. Parmi ces sous-
populations, seuls les monocytes « intermédiaires » sont caractéristiques d’un groupe avec un
pourcentage plus faible chez les UM comparé aux 2 formes graves (p = 0.0232 avec les SMA
et p = 0.0078 avec les CM). Le monocytes CD14+ CD16- CCR2+ considérés comme
inflammatoires et les CD14+ CD16+ CCR2- considérés comme résidents, ne se répartissent pas
de facon différente entre les groupes. Méme constat pour les pourcentages de CD14 CCR2. De
plus, le pourcentage de CD14 TLR2 ne permet pas non plus de discriminer les 3 groupes
cliniques. Enfin, le pourcentage de monocytes CD14 CD36 est moins important chez les CM
(p =0.0278 avec les UM et p = 0.0188 avec les SMA, Figure 15A),

Les figures 14 et 15 présentent les facteurs immunologiques spécifiques des groupes SMA
(figure 14) et CM (figure 15).
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Tableau 8a : Etude de la répartition des différentes populations cellulaires par cytométrie en flux en fonction des 3 groupes cliniques, Bénin 2016

UM vs SMA* UM vs CM* SMA vs CM* UM vs SMA vs CM*
Panel 1 Critere de comparaison  Résultat P Résultat P Résultat P Résultat P
Monocytes (%) ns ns ns ns
Lymphocytes B (%) ns ns ns ns
Répartition des Cellules NK (%) ns ns ns ns
différentes Lymphocyte NKT (%) ns ns ns ns
populations Lymphocytes T (%) UM >SMA 0.0022 UM >CM 0.0059 ns UM > SMA et CM 0.0015
Lymphocytes TCD8 (%) UM <SMA 0.0396 ns ns ns
Lymphocytes TCD4 (%) UM >SMA <0.0001 ns CM > SMA 0.0015 SMA<UMetCM <00001
Lymphocytes T reg (%) ns ns ns ns

* Test de Mann-Whitney ; $ Test de Kruskal-Wallis . ns = non significatif

Tableau 8b : Etude de I’activation des Lymphocytes T CD8 par cytométrie en flux, en fonction des 3 groupes cliniques, Bénin 2016

UM vs SMA* UM vs CM* SMA vs CM* UM vs SMA vs CM°
Panel 2 Critére de comparaison Résultat P Résultat P Résultat P Résultat p
CD8 CD69 (%) UM <SMA 0.0391 ns CM<SMA 0.0249 SMA>UMetCM 0.0439
CD8 CXCR3 (%) UM >SMA 0.0055 UM >CM 0.0390 ns UM >SMAetCM 0.01
Activation CD8 CX3CR1 (%) ns UM >CM 0.0007 CM <SMA 0.0099 CM<UM et SMA 0.0043
desTCD8 CD3low (%) UM <SMA 0.0045 UM< CM 0.0258 ns UM<SMAetCM 0.0063
CD3hi (%) UM >SMA 0.0028 UM >CM 0.0224 ns UM >SMAetCM 0.0042

* Test de Mann-Whitney ; § Test de Kruskal-Wallis . ns = non significatif

Tableau 8c : Etude de ’activation des monocytes par cytométrie en flux, en fonction des 3 groupes cliniques, Bénin 2016

UM vs SMA* UM vs CM* SMA vs CM* UM vs SMA vs CM*
Panel 3 Critere de comparaison Résultat P Résultat P Résultat P Résultat P
CD14+ CD16- (%) ns ns ns ns
CD14+ CD16+ (%) UM < SMA 0.0232 UM<CM 0.0078 ns UM < SMA et CM 0.0078
CD14low CD16+ (%) ns ns ns ns
Activation CD14+ CD16- CCR2+ (%) ns ns ns ns
des CD14+ CD16+ CCR2- (%) ns ns ns ns
monocytes
CD14 TLR2 (%) ns ns ns ns
CD14 CD36 (%) ns UM>CM 0.0278 CM < SMA 0.0188 CM < UM et SMA 0.0471
CD14 CCR2 (%) ns ns ns ns

* Test de Mann-Whitney ; S Test de Kruskal-Wallis . ns = non significatif
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Figure 14 : Paramétres caractéristiques du groupe SMA a JO par rapport aux deux autres
groupes (UM et SMA), Bénin 2016. A Pourcentage de lymphocytes T CD4 (LT CD4). B
Pourcentage de lymphocytes T CD8 CD69.
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Figure 15 : Paramétres caractéristiques du groupe CM a JO par rapport aux deux autres groupes
(UM et SMA), Bénin 2016. A Pourcentage de monocytes CD14 CD36. B Pourcentage de
lymphocytes T CD8 CX3CRL.

L’analyse des corrélations entre le score de Blantyre et les 2 parameétres spécifiques du groupe
CM montre qu’il existe une corrélation positive entre un fort SB et un fort pourcentage de
monocytes CD14 CD36 (p = 0.005, rho = 0.397) et de lymphocytes T CD8 CX3CR1 (0.0002,
rho = 0.503).

2. Recherche des facteurs de risque et de protection du

neuropaludisme

2.1) Analyse univariée (régression linéaire)

Les données socio-cliniques et biologiques ont été analysees par régression linéaire afin de
rechercher des facteurs de risque et de protection d’un neuropaludisme. Les variables facteurs

protecteurs du neuropaludisme se dégagent : une sortiec de I’hopital avec autorisation du
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personnel médical (OR = 0.061, p = 0.0035), un fort pourcentage de lymphocytes T CD8
CX3CR1 (OR =0.54, p = 0.01) et un fort pourcentage de monocytes CD14 CD36 (OR = 0.95,
p=0.02). A I’inverse, six facteurs de risque ont été identifiés : la prise de calmants a JO (OR =
7.35, p=0.01), une transfusion a JO (OR = 12.2, p = 0.02), une longue durée d’hospitalisation
(OR =1.71, p=0.0034), la présence de convulsions antérieures a 1’hospitalisation (OR = 10.3,
p = 0.0009) et de convulsions a JO (OR = 34, p < 0.0001) et un long délai de coma (OR = 7.5,
p = 0.0005).

Tableau 9 : Analyse univariée des facteurs liés au groupe neuropaludisme. Bénin 2016

Variables indépendantes ORbruts 1C 95% p
Données socio-cliniques

Sexe 2.33 (0.65-8.40) 0.18
Ttt recu dans les jours précédant 5.52 (0.65-47.10) 0.12
Prise de calmants aJ0  7.35 (1.53-35.28) 0.01 FDR
Prise ’ATBaJ0 4.70 (0.96-22.99) 0.06
Transfusion2J0 12.22 (1.49-101.05) 0.02 FDR
Durée d’hospitalisation 1.71 (1.19-2.44) 0.0034 FDR
Devenir clinique (exéat) 0.061 (0.009-0.399) 0.0035 Facteur protecteur
Convulsions ant hospit  10.29 (2.61-40.57) 0.0009 FDR
Convulsiona J0  34.00 (6.98-165.7) <0.0001 FDR
Délai de coma  7.50 (2.41-23.30) 0.0005 FDR
Ictéere JO  6.33 (0.92-43.63) 0.06
DPJ0 1.00 (1.00-1.00) 0.19
HbJO 0.84 (0.67-1.06) 0.14
Nombres de GR  2.88 0.724-11.46) 0.13
Populations cellulaires
LB (%) 1.06 (0.98-1.15) 0.16
CD3+ (%) 0.94 (0.88-1.00) 0.05
Activation des lymphocytes T
CD8+ (%) 0.94 (0.85-1.03)0 0.19
CD3low (%) 1.04 (0.98-1.11) 0.16
CD3hi (%) 0.96 (0.90-1.01) 0.13
CD8 CX3CR1 (%) 0.54 (0.33-0.87) 0.01 Facteur protecteur
Activation des monocytes
CD14+ CD16+ (%) 1.05 (1.00-1.10) 0.05
CD14+ CD16- CCR2 + (%) 0.97 (0.93-1.01) 0.16
CD14+ CD16+ CCR2+ (%) 1.03 (0.99-1.07) 0.19
CD14 CD36 (%) 0.95 (0.90-0.99) 0.02 Facteur protecteur

OR = Odds Ratio ; IC 95% = intervalle de confiance a 95% ; FDR = facteur de risque
Ttt = traitement ; DP = densité parasitaire ; Hb = hémoglobine ;

2.2) Analyse multivariée (régression logistique)

Suite aux résultats obtenus lors de 1’analyse univariée, une régression logistique a été conduite,
permettant ainsi de prendre en compte I’interaction des variables entre elles. Cette analyse a été
réalisée en considérant comme variable dépendante le type CM d’acceés palustre (versus les
autres). Les variables indépendantes proposées dans notre modéle étaient associées a la variable
dépendante en analyse univariée avec un p < 0.2. Les paramétres socio-cliniques n’ont pas été

pris en compte dans 1’analyse finale car en étant extrémement liés au score de Blantyre, ils
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participent aux caractéristiques définissant le groupe CM. Trois modéles ont donc été réalisés,
correspondant aux trois panels étudiés en cytométrie en flux (Tableau 10). Le modeéle 1 ne nous
a pas permis d’identifier de facteurs protecteurs ou de facteur de risque du neuropaludisme. En
revanche, I’analyse multivariée des paramétres d’activation des lymphocytes indique qu’un fort
pourcentage de lymphocytes T CD8 CX3CR1 semble étre un facteur protecteur du
neuropaludisme (OR = 0.477, p = 0.022). L’analyse des paramétres d’activation des monocytes
indique également qu’un fort pourcentage de monocytes CD14 CD36 semble étre un facteur de

protection du neuropaludisme (OR =0.907, p = 0.019).

Tableau 10 : Analyse multivariée des facteurs liés au groupe neuropaludisme. Bénin 2016

Variables indépendantes OR ajustés  1C 95% p
Modele 1 : Populations cellulaires
LB (%) 1.013 (0.933-1.100) 0.762
CD3+ (%) 0.954 (0.876-1.038) 0.272
Modeéle 2 : Activation des lymphocytes T
CD8+ (%) 1.068 (0.939-1.021) 0.315
CD3low (%) 1.086 (0.605-1.949) 0.782
CD3hi (%) 1.032 (0.587-1.816) 0.912
CD8 CX3CR1 (%) 0.477 (0.253-0.901) 0.022
Modele 3 : Activation des monocytes
CD14+ CD16+ (%) 1.159 (0.963-1.394) 0.118
CD14+ CD16- CCR2 + (%) 0.988 (0.882-1.107) 0.834
CD14+ CD16+ CCR2+ (%) 0.901 (0.755-1.075) 0.246
CD14 CD36 (%) 0.907 (0.836-0.984) 0.019

OR = Odds Ratio ; IC 95% = intervalle de confiance a 95%
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DISCUSSION

L’objectif de ce travail était de déterminer un profil cellulaire spécifique du neuropaludisme et
ainsi de pouvoir identifier des facteurs de risque et de protection de ce groupe clinique a partir
d’une cohorte de patients béninois de moins de 6 ans atteints de différentes formes cliniques de
paludisme (acces palustre simple, anémie sévere palustre et neuropaludisme).

Au Bénin, le paludisme di a P. falciparum est la premiere cause de morbi-mortalité et de
recours aux soins chez les jeunes enfants (environ 42% des consultations en centres de santé
chez les moins de 6 ans), population la plus vulnérable avec une incidence d’environ 20% (29).
A cet age, les enfants n’ont pas encore développé leur immunité acquise et sont donc plus
enclins a développer un paludisme grave. En effet, plusieurs études ont rapporté une diminution
de I’incidence des paludismes graves apres 1’enfance (22,23). Le Sud du Bénin est largement
touché par le paludisme et les mois de juin/juillet correspondent a la saison des pluies et de forte
endémie palustre. En 2016, durant ces 2 mois, un recrutement exhaustif de patients atteints de
différentes formes cliniques de paludisme a été effectué. Le nombre de sujets nécessaires pour
cette étude n’a pas été calculé a priori mais un minimum de 30 patients par groupe était attendu
selon les études précédentes. Afin d’avoir un maximum d’enfants dans notre étude, ces derniers
¢taient inclus lors de leur admission a ’hopital pédiatrique pour les paludismes graves et lors
de consultations externes dans un centre de santé pour les paludismes simples. Ces patients ne
sont pas représentatifs de I’ensemble des enfants atteints de paludisme dans cette zone, car une
part des familles ne peut assurer la prise en charge médicale de leur enfant du fait de contraintes
financieres et/ou pratiques comme cela a été montré au Nigeria (104,105). Au total, pour I’étude
menée en 2016, 74 enfants correspondants a nos critéres d’inclusion dans les 3 groupes
cliniques prédéfinis ont été inclus dans notre étude, dont 32 UM, 29 SMA et 13 cas de
neuropaludisme confirmés. L’objectif de départ a donc été atteint pour les groupes UM et SMA.
Pour les CM, le faible nombre de sujets peut étre expliqué par la courte saison des pluies en
cette année 2016 et par la diminution globale de I’incidence du paludisme en Afrique sub-
saharienne. En effet, depuis la géneralisation des CTA pour le traitement du paludisme et une
meilleure utilisation des moustiquaires, 1’incidence palustre a diminué de 32% depuis I’an 2000
(2). Ces dernieres années au Bénin, le taux de morbi-mortalité a également diminué gréce a la
distribution gratuite de moustiquaires imprégnées et a la gratuité de la prise en charge du

paludisme pour les enfants de moins de 5 ans (29). Par ailleurs, le nombre de patients des
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groupes CM et SMA lors des recrutements a été faussé par des sujets diagnostiqués comme
paludisme grave a HOMEL mais que nous avons finalement écarté. La plupart de ces sujets
présentaient une Hb inférieure a 7g/dl et une altération de la conscience avec un SB de 3. Ces
sujets présentant un état clinique altéré et des critéres de gravité tels que définis par I’OMS ne
pouvaient étre inclus dans le groupe UM. Nous les avons donc exclus de nos groupes pour
’analyse finale.

Concernant les prélévements sanguins et le suivi des enfants a J21, nous avons rencontré
quelques difficultés de nature religieuse et socio-culturelles (évasions de 1’hopital, perdus de
vue, refus de prélevements dus aux croyances,...), justifiant le manque de données pour certains
patients. En effet, si pour la grande majorité des patients le premier prélevement a JO a été
effectué, le nombre de prélevements recueillis a J21 n’a concerné que 35% des patients inclus
a JO. La principale difficulté du suivi des patients était que nous ne pouvions que rarement
recontacter les familles et effectuer des rappels (pas d’adresse postale précise ou de téléphone).
D’autres difficultés organisationnelles et d’ordre pratique se sont ajoutées a cette campagne de
prélevement (formation hétérogene des personnels médicaux face au diagnostic différentiel du
paludisme, prélevements difficiles sur certains enfants, durée et qualité du transport des
échantillons de I’hopital au laboratoire hétérogene, ...).

Notre étude s’intéresse aux facteurs sociaux, cliniques et biologiques de chacun des groupes
cliniques de paludisme. Ces données ont €té recueillies via les questionnaires posés aux parents
et les examens cliniques et biologiques qui ont suivis. Les biais d’information liés a ce type
d’étude sont a prendre en compte lors de I’analyse, avec notamment des biais de mémorisation
et de prévarication. En effet, la collecte d’informations issues des questionnaires patients est un
recueil rétrospectif de données dont la véracité n’est pas garantie et dont les résultats doivent
étre interprétés avec précaution.

Dans notre étude, plusieurs facteurs socio-cliniques et biologiques se sont avérés étre associés
aux 2 formes graves de paludisme (SMA et CM) en 2016. En effet, le pourcentage d’enfants
ayant pris un traitement autre qu’un antipaludique avant leur hospitalisation (principalement
des antibiotiques) est largement supérieur chez les 2 groupes de paludisme grave. Ce résultat
suggére que les enfants présentant des signes de gravité ont recu un ou plusieurs traitements a
large spectre, probablement peu adapté et peu efficace. Cela confirme un probleme de
diagnostic du paludisme au Bénin, ainsi qu’une mauvaise prise en charge initiale conduisant a
une prise retardée des traitements efficaces comme cela a été montré préecédemment (105).
Concernant les antipaludiques prescrits a JO, I’administration d’artéméther en monothérapie par

voie orale est formellement déconseillée par I’OMS qui recommande son usage en combinaison
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avec au moins une autre molécule antipaludique afin de limiter 1’émergence de résistance
parasitaire. Le Ministére de la Santé béninois recommande également 1’usage d’artémether-
luméfantrine pour le traitement des UM (29). L’artéméther en monothérapie a cependant été
prescrit @ 6.6% des enfants du groupe UM, témoignant d’un manque de respect ou de
connaissance des recommandations nationales et de I’OMS. Cette entorse peut €tre liée a une
rupture de stock de CTA, comme cela a été le cas au cours d’études précédentes. La prise d’anti-
inflammatoires a JO et la mise en place d’une transfusion sanguine sont largement augmentées
chez les patients atteints des 2 formes de paludisme grave. De méme, ces enfants présentent
une température corporelle supérieure et un taux d’Hb inférieur aux enfants atteints de
paludisme simple, ainsi qu’une durée d’hospitalisation plus longue, ce qui témoigne bien de la
gravité de ces acces.

D’autres facteurs clinico-biologiques se sont avérés étre associés spécifiquement au
neuropaludisme. En effet, la survenue de convulsions antérieures a I’hospitalisation et a JO était
présente respectivement chez plus de 60% et 75% des enfants CM. Les convulsions décrites
chez les patients atteints de neuropaludisme sont a différencier des convulsions fébriles
retrouvées chez 20% des patients atteints d’anémie sévere palustre. Les enfants atteints de
neuropaludisme présentaient également un plus faible SB et un plus long délai de coma. La
répartition des groupes sanguins est également différente des deux autres groupes cliniques,
avec moins d’enfants de groupe sanguin O chez les CM. Ce dernier résultat est en accord avec
plusieurs études suggérant que le groupe sanguin O apporte une certaine protection contre le
paludisme grave (46,47). De plus, le nombre de décés et d’évasion est plus important dans le
groupe CM que dans les deux autres groupes, avec un peu moins de 20% d’enfants décédés a
I’hopital et un peu moins de 20% d’évasion (dont les raisons sont financiéres ou en lien avec
des croyances et rituels de fin de vie dans les familles). En comparaison, 40% des enfants du
groupe CM sont décédés a I’hopital et plus de 5% d’évasions ont été¢ comptabilisées en 2014.
Cette différence de mortalité est certainement due au changement de traitement entre les années
2014 et 2016 : en 2014 les enfants CM étaient encore traites avec de la quinine, alors qu’en
2016 les enfants ont recu de I’artésunate IV, en accord avec les recommandations nationales de
I’OMS (14). Cette meilleure prise en charge peut alors expliquer la diminution de la mortalité
dans ce groupe comme cela a été démontré par de nombreuses études comparatives des deux
types de traitement (106-108).

Les moyennes des densités parasitaires des 3 groupes cliniques ne révelent pas de différence
significative. Les données recueillies dans le cadre de notre étude en 2016 semblent néanmoins

indiquer que la parasitémie est augmentée lors du neuropaludisme, résultat en accord avec les
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données de la littérature (109). De plus, cette derniére est certainement sous-estimée dans ce
groupe car les parasites sont séquestrés dans les organes profonds. En 2014, les densités
parasitaires des enfants atteints de neuropaludisme étaient beaucoup plus élevées qu’en 2016,
cette différence pourrait s’expliquer par un délai de traitement plus court en 2016 grace a la
gratuité de la prise en charge des enfants de moins de 5 ans par les CTA mise en place au Bénin
depuis quelques anneées.

L’analyse par cytométrie en flux des différentes populations cellulaires issues des prelévements
de PBMC a permis d’étudier la répartition des lymphocytes et monocytes sanguins. Dans notre
étude, les pourcentages de lymphocytes B (LB) et de cellules Natural Killer (NK) sont
similaires entre les 3 groupes cliniques. En revanche, les 2 formes graves de paludisme
présentent un pourcentage diminué de lymphocytes T (LT). Parmi les LT, aucune différence
n’est constatée entre les 3 groupes cliniques dans la proportion de cellules NKT (population
cellulaire aux propriétés immunorégulatrices via la production de cytokines pro-
inflammatoires), ni dans celle des lymphocytes T régulateurs (sous-population de lymphocytes
CDA4+ ayant une activité anti-inflammatoire). Les LT ont cependant pu étre séparés en deux
sous-populations : les LT CD3low (LT immatures) et les LT CD3high (LT matures). Dans notre
étude, les 2 formes de paludisme grave présentent un pourcentage plus élevé de LT immatures
et un pourcentage plus faible de LT matures comparé au groupe UM. Ce résultat n’a jamais été
montré jusqu’a présent et suggere un potentiel blocage de la maturation des lymphocytes T dans
les formes séveres du paludisme. Hviid et al ont montré une faible expression de CD3 chez des
sujets CM comparativement a des sujets UM (110). Les auteurs ont conclu a un état
« d’hyporéponse » des LT pendant la phase aigiie de 1’acces, rejoignant notre interprétation. De
plus, aucune différence du pourcentage de LT CD8 dans le sang périphérique n’a été décrite
entre les 3 groupes cliniques dans notre étude, résultat surprenant au regard des résultats de la
littérature. En effet, les LT CD8+ sont connus pour jouer un réle central dans le mécanisme
physiopathologique du neuropaludisme. Des études sur des modeles murins de paludisme
cerébral montrent un recrutement et une infiltration de LT CD8+ dans les cerveaux des souris
infectées, induisant des dommages irréversibles et pouvant alors expliquer les séquelles
neurologiques observées dans cette pathologie (66,111). Ainsi, il était plutét attendu un fort
recrutement de LT CD8+ dans ce groupe CM. Nos analyses de sang périphérique ne reflétent
donc pas les mécanismes decrits dans le modele murin et mis en jeu dans les micro-vaisseaux
cérébraux. Cependant, aucune étude chez I’homme n’a confirmé cette hypothése formulée a
partir des données expérimentales. Ces résultats pourraient également s’expliquer par cet état

« d’hyporéactivité » engendré par les acces severes et touchant les lymphocytes T. Quoi qu’il
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en soit, afin d’avoir des données comparables chez ’homme et la souris, il serait intéressant
dans des études futures d’étudier les profils cellulaires des cellules mononuclées du sang
périphérique dans le modéle murin.

Dans notre étude, les enfants atteints de neuropaludisme présentaient un pourcentage diminué
de LT CD8 CX3CR1 suggérant un réle délétere de CX3CRL1 au cours du neuropaludisme dans
notre étude. Le récepteur CX3CR1 interagit avec la chemokine CX3CL1 (ou fractalkine) et
favorise alors la migration des cellules qui le portent vers les sites inflammatoires (112). L’axe
CX3CR1/CX3CL1 est également implique dans la neuroinflammation (113). A ce jour, aucune
¢tude n’a encore mis en évidence le role de CX3CR1 dans la pathologie palustre chez I’homme.
Il sera intéressant de déterminer le rdle exact de ce récepteur durant un neuropaludisme, et si ce
dernier peut étre un marqueur potentiel de 1’amélioration clinique de cette pathologie. De plus,
une diminution du pourcentage de LT CD8 CXCR3 a été observée chez les deux formes de
paludisme grave. De méme que précédemment, plusieurs études ont mis en évidence le réle
délétére de CXCR3 lors du neuropaludisme expérimental au cours duquel une augmentation de
I’expression de ce récepteur a la surface des lymphocytes circulants était observée (114-116).
Des études plus précises sont nécessaires afin de déterminer le réle exact de CXCR3 dans la
pathologie palustre.

Les monocytes sont habituellement classés en 3 sous-populations en fonction du niveau
d’expression de leurs récepteurs CD14 et CD16. On distingue les monocytes CD14+ CD16-
appelés monocytes « classiques » ayant une fonction de phagocytose ; les monocytes CD14+
CD16+ dits monocytes « intermédiaires » possédant a la fois des propriétés pro-inflammatoires
avec la production d’espéces réactives de 1’oxygene mais aussi de phagocytose ; et enfin les
monocytes CD14low CD16+ ou monocytes « non classiques » ayant un role dans la réponse
pro-inflammatoires de I’organisme (117,118). Dans notre étude, aucune différence de frequence
n’a été observée entre les 3 groupes de paludisme concernant les monocytes classiques et non
classiques. En revanche le pourcentage de monocytes intermediaires augmente
significativement chez les 2 formes de paludisme graves indiquant une forte activite
phagocytaire et pro-inflammatoire dans ces groupes. Une étude menée par notre équipe sur le
paludisme placentaire a montré que les monocytes intermédiaires étaient associés a de plus
faibles parasitémies, suggérant leur role prépondérant dans I’¢limination des parasites (80).

De plus, dans notre étude, le pourcentage de monocytes CD14 CD36 diminue significativement
lors d’un neuropaludisme. Cette diminution est corrélée a un faible SB reflétant la profondeur
du coma. La protéine CD36 participe a la phagocytose non opsonique des GRi par P.

falciparum, élément essentiel dans 1’¢limination du parasite et la résolution de 1’infection
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(119,120). Ainsi, une diminution significative des monocytes CD14 CD36 perturbe
I’élimination du parasite par une diminution de la phagocytose. L’étude effectuée au Bénin sur
le paludisme placentaire montrait également que 1’expression de CD36 était positivement li¢e
a I’issue favorable de I’infection palustre. Dans le cadre de pathologies neuroinflammatoires,
la polarisation des monocytes/macrophages vers un phénotype M2 de résolution de
I’inflammation est une étape essentielle a I’amélioration clinique. Or, le récepteur scavenger
CD36 fait partie des marqueurs de type M2. Nos résultats soulignent donc I’importance du
récepteur CD36 des monocytes et proposent qu’une faible fréquence de monocytes CD14 CD36

constitue un facteur de risque du neuropaludisme.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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En 2017, le paludisme reste un probléme majeur de santé publique. L’infection a P. falciparum
est responsable de la plus grande majorité des paludismes graves et des déces dans le monde
principalement en Afrique sub-saharienne. Méme correctement traité, un paludisme grave et
notamment le neuropaludisme peut conduire a des séquelles neurologiques dans 4 a 20% des
cas. P. falciparum infecte I’homme via un moustique vecteur : 1’anophéle femelle. Il est
essentiel de bien connaitre le tableau clinique et biologique du paludisme grave afin d’effectuer
un diagnostic et une prise en charge rapide et efficace du patient. Le diagnostic repose sur un
examen microscopique du sang du patient (frotti sanguin, goutte épaisse), et sur les Tests de
Diagnostic Rapide (TDR). Le paludisme est une urgence médicale car son évolution est
imprévisible. De ce fait, il est important de toujours évoquer un paludisme en présence d’une
fievre au retour d’un séjour en zone d’endémie palustre. L’Artesunate IV est actuellement le
médicament de référence pour le traitement des paludismes graves chez 1’adulte et I’enfant.
Cependant la prévention joue un réle majeur dans la lutte contre le paludisme (moustiquaires
imprégnées, pulvérisation d’insecticides, chimioprophylaxie). Le défi majeur de ces dernieres
années est I’émergence de résistances aux derni¢res molécules antipaludiques efficaces (dérivés
de D’artémisinine), notamment en Asie du Sud-Est. Une meilleure compréhension des
mécanismes physiopathologiques des formes graves, principalement du neuropaludisme,
permettrait d’améliorer la prise en charge des patients et d’identifier potentiellement de

nouvelles cibles thérapeutiques.

Mes travaux portant sur la réponse immune cellulaire dans le neuropaludisme ont été réalisés
sur une cohorte de patients béninois de moins de 6 ans atteints de différentes formes cliniques
de paludisme (acces palustre simple, anémie sévere palustre et neuropaludisme). Cette étude a
permis de mettre en evidence un profil cellulaire spécifique du neuropaludisme qui suggere des
facteurs de risque et de protection pour ce groupe clinique.

Ainsi, nos résultats indiquent que la présence de convulsions antérieures a ’hospitalisation et a
JO, la profondeur et la durée du coma, le devenir clinique (décés et évasion versus exéat) ainsi
que le groupe sanguin (O versus les autres) sont des parameétres specifiques du neuropaludisme.
L’analyse des prélévements sanguins montre que le pourcentage de lymphocytes T CD8
CX3CR1 et des monocytes CD14 CD36 sont deux critéres spécifiques du neuropaludisme.
Parmi tous ces critéres, 1’analyse multivariée fait ressortir deux facteurs de protection du groupe
CM : un fort pourcentage de LT CD8 CX3CR1 et de monocytes CD14 CD36. Un état
« d’hyporéactivité » des cellules immunitaires touchant tous les lymphocytes T, associé a une

capacité limitée d’éliminer les globules rouges infectés par phagocytose (opsonique et non
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opsonique) est également observé durant les formes séveres de paludisme dans le sang

périphérique, et particulierement dans le neuropaludisme.

Ces résultats devront étre confirmés par des études impliquant une cohorte plus importante et
un suivi de meilleure qualité afin de pouvoir étudier les facteurs d’amélioration clinique. De
plus, des études menées en paralléle sur modeles murins sont également essentielles pour
identifier les voies d’activation des facteurs de risque ou de protection et d’identifier les cibles

thérapeutiques. Ces travaux sont menes actuellement dans le cadre de ma thése de recherche.
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ANNEXES

Annexe 1 : Echelle de Blantyre chez I’enfant de moins de 5 ans

Annexe 2 : Conduite a tenir lors des inclusions d’enfants atteints de paludisme grave a

HOMEL

Type de réponse Réponse Score
: . : Localisation du stimulus
Meilleure réponse motrice doliloUrels 2
Retrait du membre en 1

réponse a la douleur®
Réponse non spécifique 0
ou absence de réeponse

Meilleure réponse verbale Pleurs appropriés 2
Gémissements ou pleurs 1
inappropriés
Aucune 0

Dirigés (suivent le visage
de la mere, par exemple)

Non dirigés 0
Total 0-5

Mouvements des yeux

a Frotter les articulations des doigts sur le sternum ou au-dessus
des sourcils du patient.

b Exercer une pression horizontale ferme sur la racine de 'ongle
du pouce au moyen d’un crayon.

Le coma est aréactif lorsque le score est < 3. Cette échelle peut

étre utilisée de maniére répétée pour évaluer une amélioration ou

une détérioration éventuelle.

PROJET OpTIMuM

Critéres d'inclusion des patients :
Enfants < 5ans
TDR ou GEDP +
Signe de gravité : coma (5B < 3), péleur sévére

y

Fiche d’inclusion
Consentement éclairé
Penser aux coordonnées des patients (téléphone ET adresse)

{
Faire prélévements: * TDR (a garder)
* Sang (Tubes EDTA) : ___ 2 tubesde 4mLa HO
™4 1tubede 4mlLa H8 H16 H24 et J21
* PL (garder quelques gouttes)

Y

APPELER BRENDA:97-13-99-41

Encasd’absence, APPELER UN MEMBRE DUPROJETQnTIMuM :
Sem:97-22-15-44 Jade : 66-34-92-07 Claire : 96-28-80-61
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Annexe 3a : Note explicative distribuée aux parents avant I’inclusion des enfants dans le
projet OpTIMuM

UMR216, IRD : Institut de Recherche pour le Développement
CERPAGE
CHU-MEL : Centre Hospitalier Universitaire de la lagune Mére et Enfant

Projet de Recherche sur le paludisme
Caractérisation des parasites chez le jeune enfant présentant un neuropaludisme comparativement aux
acces palustres simples

Le paludisme, présent particuliérement en Afrique, peut &tre responsable d’une maladie trés grave, le
neuropaludisme qui se caractérise par une phase de coma. Les jeunes enfants sont particuliérement
vulnérables aux accés palustres car ils ne disposent pas d’une immunité naturelle suffisante. Une autre
forme grave de la pathologie est I’anémie séveére, a laquelle le jeune enfant est trés susceptible. Les
enfants acquiérent une immunité protectrice au fil des années et des infections palustres successives.

But du projet : Pour aider au développement d’un vaccin contre le paludisme grave, notre équipe se
propose d’étudier les acces graves du paludisme au niveau des parasites et d’évaluer la présence ou non
de co-infection bactérienne, comparativement aux acces palustres simples

Conduite de I’étude :

- Si vous acceptez que votre enfant participe a notre étude, nous lui préléverons une petite quantité
de sang veineux a JO de 4ml et toutes les 8 heures d’1ml sur 24h dans un tube alors qu’il est
malade. Nous préléverons également une petite quantité 21 jours apres le diagnostic.

- Le sang servira a caractériser les parasites du paludisme au laboratoire du CERPAGE, a identifier
la présence de germe bactérien et a rechercher des anticorps et des marqueurs d'inflammation.
Aucune autre étude ne sera réalisée sur le sang de votre enfant.

- Votre enfant sera normalement pris en charge par le service de pédiatrie du CHU-MEL. Le projet
n’intervient pas dans la décision du traitement.

- Pour vous remercier de votre aide dans ce projet, le traitement sera pris en charge sous forme de
médicaments a récupérer gratuitement a la pharmacie du CHU-MEL, ainsi que ’examen de la
goutte épaisse. Un bon pour un kit de traitement recommandé par 1’équipe soignante vous sera
donné.

Participation volontaire/Abandon : Votre participation est totalement volontaire et ne vous cofitera rien.
Vous pouvez choisir de ne pas participer ou d’arréter a tout moment. Ceci n’aura aucun effet sur
la prise en charge de votre enfant par 1’hopital.

Inconvénients liés a I’étude : La réalisation de prélévements supplémentaires peut générer un incomfort
pour I’enfant et provoquer I’apparition d’ecchymoses au point de prélévement. La réalisation d’un point
de compression limite néanmoins ce risque. Le risque infectieux est négligeable car le matériel utilisé est
stérile et réalisé par du personnel qualifié dans un environnement hospitalier.

Avantage pour le patient : La participation de votre enfant dans ce projet lui offre la prise en charge de
la consultation et des examens biologiques que nous réalisons. Les variables obtenues sont des
informations précieuses pour les cliniciens, et améliorent la prise en charge de votre enfant. De plus, la
consultation 3 semaines aprés le diagnostic vous est offerte et permet de s’assurer que votre enfant
présente une guérison compléte de la pathologie.

Confidentialité : Toutes les informations recueillies resteront confidentielles. Les observations médicales
seront collectées uniquement par le médecin de votre enfant ou ses assistants. Le nom de votre
enfant ne sera pas utilisé pour identifier vos échantillons. Le nom de votre enfant, ainsi que toute
autre information confidentielle, ne seront pas utilisés dans un rapport écrit.

Procédure de conservation et de traitement des données : Les données seront conservées a Cotonou
au niveau du CERPAGE, et 8 ’'UMR 216 a Paris. Les prélévements seront processés dans le cadre du
protocole de recherche, et seront conservés pour une durée maximale de cinq ans.

Questions : Si vous avez une question au sujet de 1’étude, vous pouvez contacter le médecin de votre
enfant ou les principaux responsables de cette étude ou les enquéteurs qui sont a votre disposition.

Possibilité de plainte : Tout événement indésirable ou problématique que vous souhaiteriez notifier au
cours de cette étude peut librement étre rapporté auprés du CER-ISBA.
Contact : CER-ISBA, Champ de foire, ISBA, Cotonou,Tel : 95261770

Meédecin z .....c.ovveiiiiiiiiiiie e
Responsable de I’étude :
Gwladys Bertin, IRD, 08 BP 841,
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Annexe 3b : Consentement éclairé des parents, Projet OpTImuM 2016

\®crpage @JENT

el (e et e
e et fertave

CONSENTEMENT ECLAIRE

J’ai pris connaissance de I’information ci-dessus, que I’on m’a expliquée.
Je I’ai comprise.

J’ai eu I’occasion de poser des questions.

Une réponse satisfaisante a été apportée a toutes mes questions.
J’accepte délibérément que mon enfant participe a I’étude.

J’accepte que le prélévement de sang de mon enfant soit conservé a I’Institut de Recherche pour le
Développement pour des études complémentaires. Cependant, toute autre utilisation que celle prévue
dans le cadre de cette étude fera 1’objet d’une information et d’une demande d’avis éthique de la part
du Comité d’Ethique de la Recherche de I’ISBA,

J’ai recu une copie de la note d’information sur I’étude et du consentement éclairé

Je comprends que si j’ai des questions au sujet de cette étude, ou si je décide d’abandonner 1’étude, je
peux contacter mon médecin ou le principal responsable.

Date :
Le formulaire de consentement a-t-il été lu au participant ? Oui / Non
Nom de I’enfant : Nom du témoin adulte :

Nom du parent :

Signature du parent : Signature du témoin :

(empreinte de I’index si la personne ne peut pas signer)

Nom de la personne qui a recueilli le consentement :

Signature de la personne qui a recueilli le consentement :

117




Annexe 4 : Questionnaire a remplir pour chagque enfant inclus dans le projet OpTIMuM a

HOMEL

Q
(‘ erpage

i i

Projet paludisme cérébral - IRD/ICERPAGE/HOMEL

Fiche d'inclusion - a remplir par le médecin de I'hépital

/‘

Date : HEURE : Lieu :

Nom de la personne remplissant le questionnaire :

N° DOSSIER CHU-MEL : N° IDENTIFICATION CIVIC :

NOM et PRENOM de I’enfant :

©MERIT

NOM et PRENOM des parents :

Age: (ans + mois)

Sexe [1F [1 M

Poids :

Numéro cellulaire :

Quartier d'habitation: Ville d'habitation :

HISTORIQUE DU PALUDISME DE L’ENFANT :

(Kg)

L’enfant a-t-il déja été hospitalisé pour un accés palustre grave ?
oul NON

Sioui: Combien de fois ?

Date de la derniére hospitalisation :

L’enfant a-t-il pris des antipaludiques au cours des derniéres semaines ?
oul NON

Si oui, quel(s) médicament(s) ?

L’enfant prend-il une prophylaxie antipalustre ? QUI

Sioui: quel médicament ?

a quelle posologie ?

L’enfant dort-il sous moustiquaire ? oul

HISTORIQUE MEDICAL DE I’ENFANT :

NON

NON

Traitement de fond ? si oui lequel

Déparasitage récent ? Si oui date :

PALUDISME ACTUEL :
Depuis quand I’enfant a t-il de la fiévre ? (jours)
L’enfant a-t-il eu des convulsions ?
L’enfant a t-il recu un traitement avant de venir a I’hopital ? OUI NON

Si oui, lequel ?

A quelle posologie ?
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ETAT CLINIQUE (A REMPLIR PAR LE SOIGNANT) :

T® axillaire ou anale (a préciser):

L’enfant est-il comateux ? A-t-il des convulsions ?

Ictére

Calcul du score de Blantyre :

Cotation Résultat

Mouvement des yeux - Dirigés (suit le visage de la mére) 1

- Non dirigés 0
Réponse verbale - Appropriée 2

- Inappropriée ou gémissements 1

- Aucune 0
Meilleure réponse - localisation du stimulus 2
motrice douloureux 1

- Retrait du membre a la douleur 0

- Réponse non spécifique ou

absente
Total 0-5

Décrivez en quelques lignes 1’état clinique de 1’enfant a son arrivée a [’hopital :

DHAENOSHIC utii ettt et s st e bbb e n et e e e et neine e
BIOLOGIE
Sang :
Variable Valeur Unité
Glycémie
Hématies
Leucocytes
Plaquettes
GE/DP
Hémoglobine
Typage ABO
LCR:

Autre bilan para clinique :
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TRAITEMENT

- De I’infection
ATEESUNATE .oeiiiieieiectiee ettt e e e str et e st s set e s bm e e sae s e s te e et e e s arae s e e e s bme s s e e esbneesneesmreeennnen snne

Nombre de jour IV .......
- Autre antipaludiQUeS ........cuen it
- Traitement adjuvants :

- ANGCONVUISANES [ ] PIECISEZ 1.uvnieititii it et ettt e et re e eenees
- Autres anti-infectieuxX [ ] PrECISEZ ... ovuiiniiiie e
- ANGEMELQUES [ ] PIECISEZ .o vevineeie ittt e e e et e e e e e e e aeeaeneas
- ANLPYIEHQUES [ JPIECISEZ v vvvenitt e e et et e e e et e e e e e e e e a e e e as
- SG 10% I 1 T/
- SG 30% [ TDIECISEZ .o

- Transfusion [ ] PrECISEZ ..ovuvnernieeeiii et e e e e et e e e e e e e e et e e et en e e

EVOLUTION

- Evaluation du Score de Blantyre aprés artésunate : H2 H4 H6

H8 I Score de Blantyre aH8 : ......c......

—* Heure du prélevement H8: ..........

H16 Score de Blantyre aH16: ...ccccuurenme

—p  Heure du prélevement H16: ...............

H24 Score de Blantyre a H24 : ......ccuvaee

— Heure du prélevement H24 : ......ccceene

Marquer le délai retour a la conscience ...... Ji J2 J3 J7
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- AUTRE PROBLEME (Hémolyse, insuffisance rénale)

-Période et durée d’hospitalisation ..............cciiiiiiiiiiii
Exéat [1

Sortie contre avis médical ou évasion [ ]

AUTRES REMARQUES

VISITE POST- HOSPITALISATION A J21 :

Poids : (Kg) T° axillaire ou anale (a préciser):
Séquelles : oul NON

Prélevement veineux [ ]

Autres :
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Annexe 5 : Principe de la cytométrie en flux (http://www.univ-reims.fr)

Systéme électronique
+ informatique

Détecteursde

N Fluorescence

Systéme fluidique

& :\. - -
LASER %

Annexe 6 : Stratégie d’analyse hiérarchique des échantillons, ou « gating ». A ldentification
des différentes populations cellulaires en fonction de leur taille (FSC) et de leur granulosités
(SSC), les points rouges représentent les cellules marquées par 1’anticorps CD 14+ (monocytes),
les points violets représentent les cellules marquées par 1’anticorps CD3 (lymphocytes). B
Discrimination des cellules vivantes et mortes grace a 1’anticorps Live-Dead marqueur de
mortalité cellulaire. C Dans le panel 1: Exemple d’identification des cellules CD14+
(monocytes) et CD3+ (lymphocytes). D Dans le panel 2 : Exemple d’identification des cellules
CD14+ CD36+ parmi les cellules vivantes. E Dans le panel 3 : Exemple d’identification des
cellules CD8+ CX3CR1+ parmi les CD3+
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Vers la compréhension de 'immunité cellulaire dans le paludisme cérébral

Towards understanding cellular immunity in cerebral malaria

RESUME

En 2017, le paludisme reste un probléeme majeur de santé publique. Méme correctement traité, un
paludisme grave et notamment le neuropaludisme peut conduire a des sequelles neurologiques ou
au déces du patient. Le paludisme est une urgence médicale car son évolution est imprévisible. Il
est donc essentiel d’effectuer un diagnostic et une prise en charge rapide et efficace du patient. Le
défi majeur de ces derniéres années est 1’émergence de résistances aux dernieres molécules
antipaludiques efficaces (dérivés de I’artémisinine), notamment en Asie du Sud-Est. Une meilleure
compréhension des mécanismes physiopathologiques des formes graves, principalement du
neuropaludisme, permettrait d’améliorer la prise en charge des patients et d’identifier
potentiellement de nouvelles cibles thérapeutiques.

Le neuropaludisme se caractérise par une inflammation du cerveau qui peut évoluer soit vers une
aggravation neurologique, soit vers une résolution de I’inflammation. Cette étude porte sur la
réponse immune cellulaire au cours d’un neuropaludisme. L’objectif est de déterminer un profil
cellulaire immunologique spécifique de la maladie et d’identifier des facteurs de risque et de
protection de sa survenue.

Une étude cas-témoins a été menée a partir d’une cohorte de patients béninois de moins de 6 ans
atteints de différentes formes cliniques de paludisme (accés palustre simple, anémie sévere palustre
et neuropaludisme) au cours de deux saisons de transmission (2014 et 2016)

Au total, 74 enfants ont été inclus dans I’étude en 2016, dont 13 neuropaludismes. L’analyse des
criteres socio-cliniques et biologiques indique que la présence de convulsions antérieures a
I’hospitalisation et a I’inclusion, la profondeur et la durée du coma, le devenir clinique (déces,
évasion ou exéat) ainsi que le groupe sanguin (différent de O) sont des parametres spécifiques du
neuropaludisme. L’analyse multivariée de la réponse immune cellulaire montre que de forts
pourcentages de lymphocytes T CD8 CX3CR1 et de monocytes CD14 CD36 sont deux facteurs
protecteurs du neuropaludisme. Un état « d’hyporéactivité » touchant les lymphocytes T est
également observe durant les formes séveres de paludisme dans le sang péeriphérique.

Cette étude apporte un nouvel éclairage sur le role des récepteurs CX3CR1 et CD36 au cours du
neuropaludisme, respectivement portés par les lymphocytes T CD8 et les monocytes. Des études
complémentaires portant sur des cohortes plus importantes et sur modeles murins seront nécessaires
pour approfondir le réle de ces deux récepteurs.

Mots clés : neuropaludisme, inflammation, coma, convulsion, lymphocytes T, monocytes, Bénin,
enfants




