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1.INTRODUCTION

Le paludisme demeure un probléeme majeur de santé publique dans le monde surtout en
Afrique subsaharienne. Il touche non seulement la santé de centaines de millions d’individus a
travers le monde mais affecte également I'économie des pays endémiques (1). Globalement,
on estime a 3,3 milliards le nombre de personnes a risque d'étre infectées par le paludisme a
travers le monde (2). Le nombre de cas de paludisme a été estimé a 229 millions en 2019
contre 228 millions en 2018 selon le rapport 2020 de I’OMS. Pour la méme année le nombre
de déces dus au paludisme a été estimé a 409 000 dont plus de 90% en Afrique et plus
précisement la région subsaharienne, contre 411 000 en 2018 (3). Les enfants de moins de 5
ans sont les plus vulnérables face au paludisme. En 2018, ils ont représenté 67 % (272 000)

des décés associés au paludisme dans le monde (4).

Plasmodium falciparum est I’espéce plasmodiale la plus prévalente dans la région Afrique de
I’OMS, elle est en effet a 1’origine de 99,7 % des cas de paludisme estimés en 2018, tout
comme dans les régions Asie du Sud-Est (50 %), Méditerranée orientale (71 %) et Pacifique
occidental (65 %) (4).

Au Mali, en 2017 selon les statistiques sanitaires ainsi que les rapports fournis par les agents
de santé communautaire (ASC), le paludisme a constitué 32% des motifs de consultation dont
0,5 % de déces dans la population générale (5). En 2018, un total de 3 572 794 cas suspects a
été enregistré. Parmi ces cas suspects 3 457 267 (97%) ont été testés et 2 345 481 (66%) cas
testés ont été confirmés (6).

L'utilisation accrue de plusieurs mesures prouvées rentables disponibles pour réduire le
paludisme telles que les moustiquaires imprégnées d'insecticide (M), la pulvérisation intra-
domiciliaire a effet remanent (PID), les combinaisons thérapeutiques a base d'artémisinine
(CTA) et le traitement préventif intermittent pendant la grossesse (TPIg) au cours des dix
derniéres années ont contribué a une diminution du paludisme clinique récemment observé

dans de nombreuses régions de I'Afrique subsaharienne (7).

Cependant, malgré les efforts concertés des partenaires, pres de 40 % des femmes enceintes
ne dormaient pas sous MII en 2018 et les deux tiers n’avaient pas re¢u le minimum de trois

doses de traitement préventif recommandé (4).
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Prise ensemble, ces données soulévent des inquiétudes quant a l'espoir d'‘éradiquer le
paludisme avec les moyens actuellement disponibles et mettent en évidence le besoin urgent

de développer un vaccin efficace pour éliminer le paludisme.

Plusieurs candidats vaccins sont en cours d’essais a travers le monde, parmi ces vaccins figure
le vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ). Ce
vaccin est composé de sporozoites aseptiques, métaboliquement actifs, non réplicatifs, puri-
fiés et cryoconserves de P. falciparum. Il induit des réponses immunitaires aux stades sporo-
zoites et hépatiques du développement du parasite chez I'ndte humain et prévient la progres-

sion vers la parasitémie au stade sanguin ainsi que les séquelles de la maladie.

L’administration de cinq doses de 2,7 x 10° du vaccin PfSPZ chez les adultes au Mali pendant
la saison de faible transmission du paludisme avait montré une efficacité de protection de

48 % par analyse temps-évenement et une efficacité de 29 % par analyse proportionnelle(8).

La réduction du nombre de vaccinations (de 5 a 3) tout en augmentant la dose de sporozoites a
chaque vaccination (2,7 x 10° & 1,8 x 10° PfSPZ) avait également montré une efficacité vacci-
nale similaire de celle de Sissoko et al en 2017(9).

L’espoir que la protection stérile contre I’infection du paludisme peut étre induite par un
vaccin a base d’un organisme entier découle des études démontrant que la vaccination par les
piglres de moustiques infectés avec des sporozoites de Plasmodium falciparum (PfSPZ)
atténués par irradiation (> 120 Gray unités) dans leurs glandes salivaires peut induire une
protection compléte de longévité considérable chez la souris et chez ’homme pour une durée
allant jusqu’a 10 mois, avec des preuves de protection transcendante liée a la souche (10).
L’irradiation des moustiques infectés perturbe 1’expression du gene des sporozoites, qui
restent capables d’invasion des hépatocytes, mais ne sont plus a mesure de compléter la
maturation au stade hépatique ou de passer au stade sanguin pathogéne (11). L’infection des
sujets humains avec des sporozoites irradiés les expose ainsi a des antigenes au stade
hépatique et géneére une immunité pré €rythrocytaire. Cependant, 1’exigence d’un minimum de
1.000 piqares de moustiques irradiés pendant 5 ou plusieurs séances de vaccination afin de
réussir a induire une immunité stérile chez I’homme empéche cette méthode pour la

vaccination de routine(12).
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Des études sont en cours pour établir un régime de vaccination, la dose optimale et le
calendrier, qui conduiront a une meilleure protection stérile dans les régions endémiques. Les
résultats préliminaires d'études plus récentes chez des participants naifs ou atteints de
paludisme ont montré que la dose de 9,0 x 10° PfSPZ par vaccination (inférieure & 1,8 x 108
utilisee dans les études ci-dessus) en trois doses peut étre une dose optimale pour la
vaccination. En outre, il apparait de plus en plus qu'un traitement condensé, plus pratique peut

également conduire au développement d'une immunité stérile.

Le but de notre travail est d’évaluer 1’¢ffet de la vaccination de rappel avec le vaccin de spo-
rozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) sur les sous popu-

lations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a Ouelessebougou, Mali.
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Effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués
par irradiation (PfSPZ) sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a
Ouelessebougou, Mali.

. OBJECTIFS

Objectif général :

Evaluer I’effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium falci-
parum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) durant la saison de transmission naturelle de
2019 sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a Ouelessebou-

gou, Mali.
Objectifs spécifiques :

Mesurer et comparer les niveaux des sous populations des lymphocytes T CD4 mémoires
avant et apres la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium
falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) durant la saison de transmission naturelle

de 2019 chez les adultes a Ouelessebougou, Mali.

Mesurer et comparer les niveaux des sous populations des lymphocytes T CD8 mémoires
avant et apres la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium
falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) durant la saison de transmission naturelle

de 2019 chez les adultes a Ouelessebougou, Mali.
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Effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués
par irradiation (PfSPZ) sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a
Ouelessebougou, Mali.

3. GENERALITES

3.1. Paludisme

3.1.1. Définition
Le paludisme (Malaria en Anglais) est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due a la
présence et a la multiplication dans le foie puis dans les hématies d’un hématozoaire du genre
Plasmodium, c’est une maladie infectieuse, propagée par la piqlre de certaines espéces de

moustiques anophéles.

I1 existe aussi d’autres moyens de contaminations que sont les voies sanguines (transfusion

sanguine), la transplantation d'organe et la transmission feeto-maternelle (13),(14).

Quatre espéces de Plasmodium reconnues infectant habituellement I’homme, P. falciparum,
P. vivax, P. malariae et P. ovale. Des cas de paludisme humain a P. knowlesi et de P.

cynomolgi(parasite de singe) ont été rapportés dans certaines zones d’Asie du Sud-est (15).
3.1.2. Vecteur

Le vecteur est un diptére nématocére de la famille des Culicidae. Environ quatre cents espéces
d’anopheles ont été répertoriées, seule une quarantaine est capable de transmettre le parasite
du paludisme. Les complexes anopheles gambiae comprennent les especes douées d’une
capacité de transmettre le parasite. Elles sont au nombre de sept et trois d’entre elles ont une

grande capacité vectorielle : An. Gambiae s.s, An.arabiensis, An .fenestus(16).

Seules les femelles sont hématophages et les protéines sanguines sont nécessaires a la

maturation de leurs ceufs.

3.1.3. Agents pathogénes
Les parasites responsables de paludisme chez I’homme appartiennent :
Regne : animal
Sous regne : Protozoaires
Phylum : Apicomplexa
Classe : Sporozaea
Sous classe : Coccidia

Ordre : Eucoccidiida

These Pharmacie 2020-2021 Simballa FOFANA 5



Effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués
par irradiation (PfSPZ) sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a
Ouelessebougou, Mali.

Sous ordre : Haemosporina
Famille : Plasmodiidae

Genre : Plasmodium qui renferme deux sous genres :

- Sous genre Plasmodium est caractérisé par des gamétocytes arrondis renferme quatre
especes responsables de paludisme chez I’homme ; P. (p) vivax, P. (p) ovale, P. (p) malariae
et P. (p) knowlesi qui est un parasite que 1’on croyait jusqu’a une date récente spécifique aux

especes siemiennes, et qui a été¢ découvert chez ’homme pour la premicre fois en Malaisie.

- Sous genre laverania est caractérisé par des gamétocytes falciformés. Il renferme une seule

espece P. (L) falciparum et est I’espéce la plus redoutable pour I’homme(17).

Les différences entre les especes pathogénes résident au niveau de leur capacité de
multiplication durant la phase sanguine, la durée des cycles de schizogonies, la possibilité de
séquestration des globules rouges infectés dans la microcirculation vasculaire et de leurs

préférences du type de globule rouge pour I’invasion (jeunes, adultes, 4gés).

Plasmodium falciparum est endémique essentiellement en zone tropicale : Afrique, Asie du
sud-est, Amérique du sud, et Océanie. Il a une période d’incubation hépatique de 7-12 jours. Il
provoque une fievre tierce maligne et donne des formes graves et mortelles dont les atteintes
neurologiques(18). 1l est capable d'envahir les hématies quelque soit leur age. Le cycle intra-
érythrocytaire dure environ 36-48 heures. La taille des hématies parasitées est quasiment
identique a celle des hématies non parasitées. A la microscopie, les parasites jeunes ont une
forme en bague a chaton avec un anneau cytoplasmique mince appelés "rings ou anneaux » ;
les trophozoites agés ont une forme en bague plus élargie voir déformée. On note des taches
jaune orangeé en coup d’ongle a la surface de I’hématie parasitée appelées taches de Maurer

(Macules de formes et de dimensions inégales).

La gamétocytogénese dure 9-12 jours et les gamétocytes ont une forme caractéristique en
banane avec un diametre moyen de 10um a peu pres (d’ou le nom d’espéce falciparum), un
amas central de granulation nucléaire en rouge et de pigments en noir. Les schizontes ont une

forme de corps en rosace contenant 16-32 noyaux(19).

Plasmodium vivax est le plus répandu dans le monde. Il sévit en Asie du sud-est, Amérique du

sud, Océanie et en Afrique sahélienne et de 1’est.
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Il a une période d’incubation hépatique de 11-13 jours, il provoque une fiévre tierce bénigne
et est responsable de recrudescence grace aux formes dormantes dans le foie : hypnozoites.
Dans le sang, il préfere envahir les réticulocytes pour engager une schizogonie de 48 heures.
Il provoque la déformation irréguliere et I'augmentation considérable de la taille de la cellule
hote. A la microscopie, les anneaux ont une forme en bague avec un cytoplasme épais et un
gros noyau ; les trophozoites agés ont un cytoplasme digité ou fragmenté avec un gros noyau
plus ou moins déformé et un pigment noir. On note des granulations de Schuffner dans

I’hématie parasitée.

La gamétocytogénese dure 7-9 jours et les gamétocytes sont arrondis (10-12 pm) avec un
cytoplasme bleu pale ou mauve et de fins pigments noirs dispersés au Giemsa. Les schizontes
sont volumineux (10-14um) avec 12-24 noyaux fins et de pigments noirs fins plus ou moins
dispersés(19). Il a longtemps été associé a l'infestation des individus Duffy positif, mais

actuellement il a été observé chez des individus Duffy négatif(20).

Plasmodium ovale sévit surtout en zone intertropicale africaine. Des études récentes ont
montré ’existence de 2 sous-espéces sympatriques de P. ovale (Plasmodium ovale curtisi et
Plasmodium ovale wallikeri)(21), présentes en Afrique et en Asie, non distinguables par la
microscopie(22). 11 a une période d’incubation hépatique de 15 jours. Il provoque une fiévre
tierce bénigne et produit des hypnozoites. Il parasite les hématies jeunes pendant 48 heures en
leur donnant une forme ovale et les hématies parasitées sont plus grande par rapport aux

hématies saines.

A la microscopie, les trophozoites jeunes ont une forme en bague avec un anneau
cytoplasmique mince ; les trophozoites agés ont une forme réguliére avec des granulations et
de pigment noir. On note l'apparition précoce des granulations de Schiiffner dans 1’hématie

parasitée (granulations volumineuses).

La gamétocytogénese est inférieure a 7 jours et les gamétocytes sont arrondis (7-8um) avec
un cytoplasme bleu péle ou mauve et de fins pigments noirs peu abondants. Les schizontes
ont une taille moyenne de 10um, 8-12 noyaux volumineux et de gros pigments noirs plus ou

moins dispersés(19).
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Plasmodium malariae est endémique dans les climats tropicaux : Afrique, Asie du sud,
Amérique du sud et Océanie. Il a une période d’incubation hépatique de 15-21 jours. Il

provoque une fievre quarte.

Il préfere se développer dans les hématies agees et la schizogonie intra-érythrocytaire dure
environ 72 heures. 1l est associé a des faibles parasitémies inframicroscopiques pouvant durer
toute la vie(19).

A la microscopie, les trophozoites ont une disposition en plaque équatoriale de la cellule hote
; les trophozoites jeunes ont une forme en bague avec un anneau cytoplasmique épais et un
gros noyau ; les trophozoites agés ont une forme en bague tres épaisse ou forme en drapeau
(rectangulaire) avec un gros pigment noir, les schizontes ont un aspect en rosace avec 12

noyaux(19).

Plasmodium knowlesi est genétiquement proche de P. vivax. Mais microscopiquement il peut
poser un probléme de diagnostic différentiel avec P. malariae. Les schizontes comportent 16
noyaux. Il a une période d’incubation hépatique de 5 jours. Il est responsable de fievre

quotidienne avec une schizogonie intra-érythrocytaire de 24 heures(19).

La distribution du paludisme dans les régions endémiques du monde est définie en fonction
du degré d'endémicité. Le paludisme est considéré comme endémique dans les zones ou il y a
une transmission constante au cours d’années successives. Le paludisme est dit hypo-
endémique dans les zones ou la prévalence de l'infection est inférieure a 10%, et méso-
endémique dans les zones ou la prévalence de l'infection se situe entre 11% et 50%. Dans les
régions ou la prévalence de l'infection est supérieure a 50%, les zones sont définies comme

hyper-endémiques et holo-endémiques au-dela de 75%(19).

Au Mali, Pr. Doumbo et al; ont décrit en 1992 cinq faciés épidémiologiques de la
transmission du paludisme(23) :

(i) une zone a transmission saisonniére longue de 6 mois ou plus (dans la région de Sikasso
avec plus de 1000mm d’eau/an) ;

(if) une zone a transmission saisonniére courte de 4 mois ou moins (correspond au Sahel avec

une pluviométrie de 600 - 800mm d’eau/an) ;
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(ii1) une zone a transmission bimodale (zone de retenue d’eau, riziculture, barrage et delta
intérieur du fleuve Niger) ;
(iv) une zone hypo-endémique peu propice a la transmission (dans les villes) ;

(V) une zone sans transmission avec des épidémies de paludisme (correspond aux régions

saharo-sahéliennes, avec une pluviométrie de moins de 200mm d’eau/an).

Diagnostic du paludisme : Plasmodium a divers stades. Aspects sur frottis minces

—

Plasmodium Plasmodium Plasmodium Plasmodium
Sfalciparum vivax ovale

malariae

Trophozoites
jeunes

Trophozoites
ages

Schizontes
rosaces

Gamétocytes

3 -

FIGURE 1: PLASMODIUM A DIVERS STADES, ASPECTS SUR FROTTIS MINCE.
Source : Développement et Santé | Diagnostic du paludisme.
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3.1.4. Cycle biologique du Plasmodium
Tous les parasites du paludisme ont besoin de deux hétes dans leur cycle de vie : I'hote
définitif ou a lieu le développement sexuel (anophele femelle) et I'hGte intermédiaire

('homme par exemple) ou se produit le développement asexuel.

Le parasite sous forme de sporozoite est injecté dans le sang chez ’homme par la piqire de la
femelle de I’anophéle, diptére culicidé et vecteur, a 1’occasion d’un repas sanguin. Les
sporozoites gagnent le systeme veineux porte qui les véhicule vers le foie en trente minutes —

une heure. C’est la schizogonie hépatique.

Des travaux ont montré que certains sporozoites restent plus longtemps au niveau des
ganglions lymphatiques, constituant un premier point d’interaction avec le systéme
immunitaire de 1’hote(24). Arrivé au niveau du foie, le sporozoite traverse plusieurs
membranes cellulaires y compris celle des cellules de Kiipffer et d'autres hépatocytes, pour
finalement choisir un hépatocyte dans lequel le développement du parasite se
poursuit(25);(26). Une multiplication intense se produit formant un corps bleu. Dans le cas de
P. vivax et P. ovale, certains sporozoites restent a I'état latent sous formes dormantes,
dénommées hypnozoites, responsables des acces de reviviscence a distance. A maturité le
corps bleu est lysé et il libere a partir de chaque sporozoite, 20-30000 meérozoites. Ces
mérozoites sont libérés en paquets sous forme d’amas nommés mérosomes qui circulent dans
le sinus hépatique et arrivés au niveau du capillaire extra hépatique, les mérozoites individuels
sont libérés dans le torrent circulatoire. Chaque mérozoite va envahir un érythrocyte et
entamer le cycle de la schizogonie érythrocytaire. A D’intérieur de 1’érythrocyte, chaque
mérozoite va former un anneau, ensuite un trophozoite mur, puis un schizonte. A maturité
I’érythrocyte infecté éclate et libere les mérozoites de seconde génération. En fonction de
I’espéce, chaque schizonte donnera 8 a 32 mérozoites. L’éclatement synchrone des
érythrocytes infectés est accompagné de libération de médiateurs chimiques qui déclenchent
I’accés fébrile. Dans le cas de P. falciparum, P. vivax et P. ovale cet événement se produit
toutes les 48 heures donnant la fievre tierce. Dans le cas de P. malariae I’éclatement
synchrone survient toutes les 72 heures engendrant la fievre quarte. Pour P. knowlesi,

I'éclatement synchrone des schizontes survient toutes les 24 heures.
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Au bout d’un certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites se différencient en
formes sexuées : les gamétocytes male et femelle. Ces formes sont infectantes pour le
moustique, hote vecteur, permettent le cycle sporogonique et I’échange génétique entre les
populations parasitaires (une des sources de diversité génétique) et la transmission a 1’hote
humain.

Au moment d'un repas sanguin, en absorbant le sang la femelle anophéle ingére tous les
stades parasitaires et les éléments du sang. Seuls les gamétocytes échapperont en partie a la
digestion en se transformant en zygote/ookinete. Le gamétocyte femelle suivra un processus
biologique de maturation pour se transformer en macrogameéte femelle a n chromosomes.

Le gamétocyte male va subir un processus d'exflagellation, et donner des gamétes méales a n
chromosomes. Chaque gamétocyte male donne naissance a 6-8 microgametes filiformes qui
vont entrer en compétition pour féconder le macrogaméte femelle ; un seul y parviendra
formant le zygote. Le zygote évolue en ceuf mobile ou ookinete qui se déplace, traverse la
membrane péritrophique et échappe ainsi a la digestion du contenu de I’estomac du

moustique.

L’ookinéte se fixe sur la paroi externe de 1’abdomen du moustique et se transforme en
oocyste. L’oocyste se développe et a maturité, éclate pour libérer plusieurs centaines de
sporozoites. Les sporozoites sont fusiformes et mobiles ; ils se déplacent vers la glande
salivaire du moustique qu’ils envahissent. Ici ils deviennent infectants, en 1’attente d’un
prochain repas de sang au cours duquel ils seront injectés avec la salive du moustique chez un

hote humain, bouclant ainsi le cycle évolutif du parasite(27).
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FIGURE 2: CYCLE DU DEVELOPPEMENT DU PLASMODIUM AVEC LES DIFFERENTS
CANDIDATS VACCINS.

Source : Malaria vaccine candidate antigens are shown. All candidate.

3.1.5. Historique du paludisme

Le paludisme est connu et redouté depuis tres longtemps, il est aussi connu sous le nom de
malaria, venant de I’italien « mal aria » qui signifie « mauvais air ». Ce nom lui a été attribué
car les personnes infectées vivaient dans des régions marécageuses dégageant des odeurs
nauséabondes.
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La découverte sur le paludisme débute en 1717 avec Giovanni Lacissi, un clinicien italien

ayant établi le lien entre la présence des moustiques et de la maladie.

En 1880 Alphonse Laveran, grace aux autopsies pratiquées sur les corps de paludéens,
découvre des élements pigmentés dans les GR des malades atteints de fiévre appellera alors
Oscillaria Malaria. On le nommera Hématozoaire et le rangera finalement dans la classe des

Plasmodiums.

En 1897, Ronald Ross médecin britannique démontre que la transmission du paludisme des
oiseaux est assurée par des moustiques. En étudiant d’autres moustiques, il découvre des
formes de Plasmodium falciparum dans leur tube digestif. Cette découverte montre que c’est

bien les moustiques femelles qui piquent et non les males.

Grassi, Giuseppe Bastianelli et Amico Bignami décrivent par la suite le cycle de
développement du Plasmodium. En 1930 on a fait la découverte de la 5° espece, Plasmodium

knowlesi chez un macaque. En 1965, premier cas de transmission naturelle a I’homme(28).

3.1.6. Répartition géographique
Le paludisme sévit surtout dans les pays pauvres des zones tropicales et intertropicales.

En Afrique, le paludisme est assez rare au Nord ou il sévit sous forme de foyers limités avec
essentiellement P. vivax et P. malariae. Dans la zone intertropicale, 1’infection palustre est
endémique et largement répandue, avec une coexistence des espéces P. falciparum, P.

malariae et & un moindre degré P. ovale et une description récente de P. vivax.

En Asie, le paludisme existe au Proche Orient (Turquie), dans le sous-continent indien, au Sri-

Lanka, en Birmanie, en chine, en Indonésie et au Sud-Est.

En Amérique, la région du Nord est indemne de paludisme. L’affection est par contre

fréquente au Centre et au Sud.

En Océanie, certaines Tles sont fortement impaludées comme la Nouvelle-Guinée, les Tles
Salomon et le Vanuatu, alors que d’autres sont totalement indemnes de paludisme comme la

nouvelle Calédonie, le Tahiti et la Nouvelle-Zélande.
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En Europe, le paludisme a été éradiqué et a disparu de ses anciens foyers. Mais on observe le
paludisme d’importation, comme en France, qui est en pleine augmentation du fait de 1’essor

des déplacements vers les pays tropicaux et une chimioprophylaxie mal observée(29).

"N

WHO: World Health Organization.
#0 One or more cases in 2017 Certified malaria free since 2000
Zero cases in 2017 [J Nomalaria

Zero cases (23years) in 2017 0 Notapplicable

FIGURE 3: CARTOGRAPHIE DE LA REPARTITION GEOGRAPHIQUE DU PALUDISME

DANS LE MONDE.
Source: global distribution of malaria throughout the world (world malaria report 2018).
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3.2. Immunologie du paludisme :
L’infection par Plasmodium, responsable du paludisme, engendre deux mécanismes

immunitaires chez 1’hote (I’immunité naturelle ou innée et I’immunité acquise ou adaptative).

Ces deux types d’immunité sont nécessaires et cooperent pour assurer une réponse

immunitaire anti-palustre efficiente.

L’immunité innée se mobilise dés le début (dans les premicres heures) de toute infection et se

traduit chez I’homme par un état réfractaire au parasite dés le premier contact.

L’immunité acquise donne une réponse spécifique impliquant la réponse humorale et
cellulaire, elle est opérationnelle dans les dix jours suivant I’infection, joue un role essentiel

dans le paludisme.

3.2.1. L’immunité innée :
L’immunité innée se distingue de I'immunité acquise par le fait qu’elle s’active tres
rapidement, sans immunisation, sans vaccination préalable et elle est non spécifique. Elle se
met en place des le début de toute infection et se maintient jusqu’a la mise en place de

I’immunité acquise.

Les mécanismes de cette immunité impliquent des paramétres influencant le parasite et la

susceptibilité de 1’hote selon 1’age, la race, le sexe ; les réponses humorales et cellulaires (30).
3.2.1.1. Les parametres de la biologie humaine influencant le parasite :

v' La prémunition ou semi-immunité, un état immunitaire, acquis au contact du parasite et
entretenue par sa présence, freine (sans pouvoir I’empécher) la multiplication des parasites

dans le sang (30).

v' L’immunité congénitale, anticorps IgG passés de la mére immune au nouveau-né, protege

celui-ci pendant environ six mois contre les acces graves du paludisme (31).

v" Les hémoglobines anormales, HbF (thalassémies) et HbS (drépanocytose), HbC perturbent

la schizogonie et diminuent donc la virulence du parasite (30), (31).
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v Une étude menée au Mali par Dolo et al en 2005 a révélé une réduction du taux d'infection et
de morbidité entre les peulhs et les dogons(32).

v Le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G-6PD) perturbe le développement du

parasite.

v La chimio prophylaxie empéche la multiplication exubérante du parasite et protége contre les

acces de paludisme(33).

v' L’ovalocytose, une anomalie du cytosquelette du globule rouge qui rend la membrane externe

plus rigide, empéche la pénétration du mérozoite(34).

3.2.1.2. Les réponses cellulaires de I’'immunité innée antipaludique :
Les mecanismes cellulaires et humoraux de cette défense dite « non spécifique », ne sont pas

trés bien connus.

Ce pendant des études ont montré que I’infection palustre déclenche des réponses
immunitaires a la fois chez la souris et chez I’homme et certaines de ces réponses
immunitaires contribuent a la fois a la pathogenése de la maladie et a I'immunité

protectrice(35).

v Les granulocytes
Les granulocytes ou polynucléaires sont des leucocytes caractérisés par un noyau polylobé et
la présence de granules dans leur cytoplasme. Il existe 3 types de granulocytes
polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles.

Les neutrophiles sont les plus nombreux et représentent les premieres cellules phagocytaires.
Il a été¢ montré qu’ils sont capables de phagocyter les mérozoites(36). Ils expriment a leur
surface des récepteurs pour la fraction Fc des immunoglobulines et des récepteurs du
complément. Ce qui facilitera la phagocytose des parasites par I’intermédiaire du complément
et des anticorps présents dans les sérums d’individus exposés(37). Des cytokines telles que le
TNF-a, IFN-y, le GM-CSF et IL-1p activent les neutrophiles et induisent significativement la

phagocytose des merozoites(38).
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L’expression du Human Leucocyte Antigen-B35 a été aussi associée a la résistance a

I’infection palustre(39).

Monocytes/macrophages

Les monocytes ont pour origine la moelle osseuse et sont libérés dans la circulation
périphérique. Ce sont de grosses cellules mesurant 15 a 30 um, avec un noyau réniforme
caractéristique. La membrane plasmique a un contour irrégulier et le cytoplasme contient de
nombreux lysosomes. lls représentent 5-10% des leucocytes et sont morphologiquement et

fonctionnellement hétérogénes(40).

Le marqueur spécifique des monocytes est le CD14. lls peuvent exprimer également le CD16

et la co-expression de CD14 et de CD16 permet de distinguer 3 sous-classes de monocytes.

- les monocytes CD14++CD16- dits « monocytes classiques » ; ayant pour réle le recrutement

des neutrophiles sur le site de I’inflammation.

- les monocytes CD14+CD16+ appelés « monocytes pro-inflammatoires » secrétant de

cytokines pro-inflammatoires et

- une population dite intermédiaire exprimant CD14++CD16+ appelés aussi monocytes anti-

inflammatoires, secrétant principalement 1’IL-10.

Les monocytes se différencient en macrophages dans les tissus. Ces macrophages sont

groupés en sous-populations ayant des fonctions différentes selon leur mode d’activation.

Les monocytes/macrophages secrétent des facteurs solubles comme les cytokines et liberent
I’oxyde nitrique (NO), les radicaux libres oxygénés (O2-, OH") et le peroxyde d’hydrogene
(H202). Ces monocytes peuvent également inhiber la croissance des parasites par le

mécanisme d’inhibition cellulaire dépendante des anticorps (ADCI)(41).

Les cellules dendritiques
Les cellules dendritiques (CDs) constituent la premiére ligne de défense du systéeme
immunitaire. Elles sont issues de la moelle osseuse et se subdivisent en deux groupes : les

CDs myéloides et les CDs plasmatocytoides (42).
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Les CDs plasmatocytoides dérivent de cellules précurseurs issues de la moelle osseuse et
colonisent primairement et secondairement les tissus lymphoides (thymus, rate, foie et
ganglions lymphatiques) et y résident (43).

Les CDs ont une capacité migratoire et de présentation d’antigénes au niveau des organes
lymphoides secondaires plus accrue que les macrophages qui vivent et meurent sur place
aprés recrutement par les tissus. Ce sont les cellules présentatrices d’antigeénes

professionnelles (43).

Les CDs sont fondamentales pour I’initiation de la réponse immune par éducation des cellules

B et T, qui sont les cellules effectrices de I’immunité acquise.

Les différents sous-groupes de CD sont repartis dans les tissus périphériques et dans le sang,
reconnaissent les molécules de surface exprimées par les microbes et sécréetent des cytokines.
Sous l’influence d’un stimulus inflammatoire, les CDs sont activées et entament leur

processus de maturation conduisant a I’activation et a I’initiation de la réponse cellulaire T

(43).

Les cellules tueuses naturelles
Les cellules tueuses naturelles (Natural killer ou NK) sont des types de lymphocytes, qui sont
principalement trouvés dans le sang périphérique, la rate et dans la moelle osseuse. Elles

constituent un composant important du systeme immunitaire inné (43).

Ces cellules jouent un réle majeur dans la destruction des cellules infectées par les virus et des
tumeurs. Leur rdle dans la protection contre I’infection palustre reste encore a étre élucidé. Il a
été prouvé que I’activité des NK augmente chez les sujets infectés par le Plasmodium et que
cette activité dépend de la parasitémie et du taux d’IFN-y. Une autre étude a montré que
lorsque les cellules mononuclées du sang périphérique sont exposées aux globules rouges
parasités, les NK sont les premiéres a produire I’IFN-y. La production d’IFN-y semble étre
liée a la fois a un contact direct entre les globules rouges parasités et les cellules NK et aussi a

la présence des cellules accessoires lymphoides et myéloides(43).
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3.2.1.3. Systéme du complément :
Le systeme de complément (C) joue un rdle important dans la défense contre les pathogénes
par 1’opsonisation, la réponse inflammatoire, 1’élimination des complexes antigéne-anticorps
ou par destruction des pathogenes. Il est constitu¢ d’une trentaine de protéines membranaires

et plasmatiques(44).

Au cours du paludisme le systeme du complément est activé par les antigénes exprimés a la
surface des globules rouges parasités(45);(46). L’hémoglobine et I’hématine libérés par la
lyse intravasculaire des érythrocytes infectés par P. falciparum ont des propriétés
inflammatoires et peuvent activer le complément(47);(48). Chez des enfants faisant le
paludisme simple un taux faible de C3, C4 et Clq a été observé. Selon 1’étude de Wenish,
I’activation de la voie classique aussi bien que de la voie alterne est associée a une
augmentation de Bb, Scbb-9 et de C4d. La voie des « Mannose Binding Lectines » (MLB)

quant a elle pourrait étre activée par la liaison des lectines aux érythrocytes infectés.

Ainsi un déficit en lectine liant les mannoses, peut compromettre la capacité de 1’organisme a
lutter contre le paludisme(49);(50). Les fractions C3a et C5a obtenues par clivage de C ont

des propriétés chimiotactiques permettant le recrutement des cellules inflammatoires(51).

3.2.2. L’immunité acquise :
C’est un état immunitaire qui confére une protection relative acquise progressivement (2 a 6
ans), provoqué et entretenu par la présence du parasite dans 1’organisme de 1’hote, il empéche
la survenue de formes cliniques graves du paludisme. Cet état n’est pas stérilisant et il

s’estompe apres le départ de la zone d’endémie(34).

3.2.2.1. Les réponses cellulaires :
L’activité phagocytaire des cellules de lignée monocyte/macrophage et des polynucléaires
neutrophiles vis-a-vis des hématies parasitées, ou des parasites libres et de leurs débris, a été
rapportée depuis longtemps (52). Cette phagocytose est directe ou indirecte.
L’internalisation du matériel parasitaire ou érythrocytaire par le macrophage sera suivie d’une
protéolyse des antigenes de Plasmodium et certains de leurs dérivés peptidiques seront
sélectionnés et exprimés a la surface cellulaire, en association a des molécules de présentation

des antigénes, des molécules HLA.
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Leur reconnaissance par le TCR des cellules T déclenche I’activation des lymphocytes T qui
possedent un réle critique en tant que cellule effectrice dans I’immunité contre les stades
sanguins.

Les lymphocytes T CD8+ interviennent directement par une activité cytotoxique. Les cellules
T CD4+ agissent indirectement par le controle et ’activation d’autre cellule effectrice via les
lymphokines.

En effet des études menées chez la souris ont montré que deux des fonctions des lymphocytes
T CD4+ les plus connus, a savoir la stimulation des monocytes/macrophages comme cellules
effectrices de la réaction inflammatoire et la coopération avec les lymphocytes B dans la
synthése des immunoglobulines sont accomplies par deux sous populations différentes (53).
Dans le premier cas il s’agit de Th1 (T helper type 1) et dans le second des Th2 (T helper type

2) ;ces différentes cellules secrétent de nombreuses cytokines (54).

Les lymphocytes Thl seraient impliqués dans la réponse immunitaire dirigée contre les stades

pré-érythrocytaires et érythrocytaires (55).

Lorsqu’elles sont activées par les Ag parasitaires, elles secrétent entre autres des médiateurs
comme I’IL-2, I'IFNy, la lymphotoxine ou TNFp et I’IL-3. Les cytokines produites par les
lymphocytes Th2 sont I'IL-4, I'IL-5, I’IL-10 et I’IL-13 qui favorisent la production
d’anticorps par les cellules B (56). D’autres sous populations ont été décrites plus tard
notamment les Th17 et les T reg. Le r6le des cellules Th1l7 et des T reg dans la protection
contre le paludisme reste a explorer. Les cellules T CD8+ se subdivisent en trois sous-groupes
selon I’expression de CD62 et de CD127. Les cellules T mémoires expriment a la fois CD62

et CD127L : CD62L+ CD127+ (43).

Les lymphocytes B arrivent a maturation au sein de la moelle osseuse. Lorsqu’ils quittent
cette derniere, chacun exprime sur sa membrane un récepteur de liaison a 1’antigéne
spécifique. Le récepteur des cellules B (BCR, de B-cell Receptor) est constitué
principalement d’une molécule d’anticorps membranaire qui ne reconnait qu’un seul antigéne

donné.
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FIGURE 4: REPONSE IMMUNITAIRE INNEE ET ADAPTATIVE.

Source : Nature Reviews Cancer 2004.

3.2.2.2. Les réponses humorales :
Les cellules B, les seules capables de se différencier en plasmocytes sécréteurs d’anticorps,
jouent un réle important dans I’immunité humorale. Elles constituent 15% des lymphocytes
(43).

Dans des études longitudinales, la prévalence et le niveau des anticorps anti-plasmodiaux
étaient associés a la protection contre le paludisme clinique(57). Les anticorps agissent : Soit
directement sur 1’élément parasitaire et/ou sur les hématies parasitées par agglutination ou par
lyse en présence du complément, Soit en association avec des cellules immunocompétentes
par le systéeme d’ ADCI (Antibody Dependant Cell-mediated Inhibition)(58).

A chague stade du cycle de développement du parasite correspond une réponse immune

specifique.
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-Au niveau du foie, les anticorps et les cytokines telles que IFNy dirigés contre les sporozoites
seraient capables d’altérer leurs revétements de surface, d’inhiber leur pénétration dans les

hépatocytes ou de ralentir leur développement intra-hépatocytaire.

Les anticorps anti-TRAP (Thrombospondin Related Adhesion Protein) inhibent in vitro

I’invasion des hépatocytes par les sporozoites(59).
Les anticorps anti- LSA-3 et anti-AMA1 bloquent I’invasion des hépatocytes(60),(61).

-Au niveau des érythrocytes, au cours de la schizogonie érythrocytaire 1’organisme réagit en
mettant en place des immunoglobulines G (IgG) cytophiliques qui activent les fonctions
effectrices cytotoxiques et phagocytaires des neutrophiles et des monocytes, et aussi une
grande production d’immunoglobuline E (IgE). Le complexe immun IgE-antigene est
impliqué dans I’activation des monocytes qui produisent du monoxyde d’azote qui est toxique

pour les mérozoites.
3.3. Les lymphocytes T :

3.3.1. Morphologie :
Au microscope, les lymphocytes apparaissent comme des cellules ovoides, nucléées, dont le
noyau de grande taille (environ 7 um, soit le diametre d'un globule rouge) occupe quasiment

tout le cytoplasme. Sa chromatine est disposée en mottes.
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FIGURE 5: STRUCTURE DU LYMPHOCYTET.

Source: The flow chart of cell adaptation and injury., Apoptosis par Sydney Thompson.

Les lymphocytes T, ou cellules T, sont une catégorie de leucocytes qui jouent un grand role
dans I’'immunité acquise. « T » est l'abréviation de thymus, I'organe dans lequel leur

développement s'acheve.

Ils sont responsables de I'immunité cellulaire : les cellules infectées par un virus par exemple,
ou les cellules cancéreuses reconnues comme étrangeéres a l'organisme (c'est-a-dire distinctes
des cellules que les lymphocytes T ont appris a tolérer lors de leur maturation) sont détruites

par un meécanisme complexe.

Les lymphocytes T expriment tous le marqueur membranaire CD3.
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3.3.2. Types de lymphocytes T :
v" Lymphocytes T conventionnels

Les lymphocytes T cytotoxiques (TCD8 ou CTL)
IIs détruisent les cellules infectées. Ces cellules sont dites cytotoxiques car elles sont a elles-
mémes capables de détruire des cellules cibles qui présentent des antigénes spécifiques a

travers le CMH de classe 1. Elles portent & leur surface un marqueur CD8.

Les lymphocytes T auxiliaires (TCD4 ou T helper)

Ils sont des intermédiaires de la réponse immunitaire et proliferent pour activer en quantité
d'autres types de cellules qui agiront de maniere plus directe sur la réponse. Les T auxiliaires
régulent ou aident a la réalisation d'autres fonctions lymphocytaires. Elles portent a leur

surface un marqueur CDA4.

Lors d’une stimulation antigénique, les LT CD4+ naifs, ou ThO, ont la capacité de s’engager
dans diverses voies de différenciation. La principale fonction des cellules Th1l est I’activation
des macrophages, ce qui est essentiel pour I’élimination efficace des microbes ingérés. Cette
réaction a été la base de la definition originale de I’immunité cellulaire, et reste peut-étre la
fonction la mieux comprise des lymphocytes T CD4+. Les lymphocytes T effecteurs de la
sous-population Th1 qui reconnaissent les antigénes associés aux macrophages activent ces
cellules par des interactions entre le ligand de CD40 (CD40L) et CD40, et en sécrétant
I'interféron y (IFN- y). A T’inverse, les cellules Th2 se révélent incapables de produire de
I’IFNy mais sont caractérisées par leur production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL13 et favorisent la
réponse humorale en aidant a la production d’anticorps par les LB. Les Th17 sont caractérisés
par leur production d’IL17A, IL17F et IL22 et favorisent le recrutement de leucocytes dans le
foyer infectieux. Enfin, deux populations régulatrices majeures dérivant des LT CD4+ : les
Tregs d’origine thymique (appelées naturelles, nTregs) et les Tregs induits a partir de LT
CD4+ naifs (iTregs). Chacune de ces lignées de LT effecteurs est associée a des facteurs de
transcriptions specifiques. Ainsi, T-bet, GATA-3, Foxp3 et RORyt ont, respectivement, un

role majeur dans la différenciation et I’homéostasie des cellules Th1, Th2, Tregs et Th17.(62)
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FIGURE 6: VOIES DE DIFFERENCIATION DES LT CD4+ NAIFS. ZOU ET AL NATURE
REVIEWS IMMUNOLOGY 2010.

v" Lymphocytes T non conventionnels

Les lymphocytes T gamma delta (y d)

Les LT-yo : sont des lymphocytes T particuliers caractérisés par 1’expression d’un TCR-1
associé a un CD3 mais ne présentant ni CD4, ni CD8. Ils sont beaucoup plus rares que les LT
présentant un TCR-2. Ces LT ont un récepteur a I’antigéne des LT (TcR) composé des
chaines vy et 6(63). Ils reconnaissent les antigénes exprimés a la surface des cellules tumorales

et participent ainsi au contréle immunitaire de ces dernieres.
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IIs possedent une activité cytotoxique importante utilisant la voie des granules cytotoxiques et
des récepteurs de mort, mais aussi via leur production importante de TNFa - et IFN-y.

Les lymphocytes NKT

IIs sont un type de lymphocytes présentant des marqueurs de cellule T (CD3) et des
marqueurs de cellules NK. Ils sont donc un lien entre le systéme immunitaire inné et le
systeme immunitaire adaptatif. Contrairement aux lymphocytes T conventionnels, dont le
TCR reconnait un peptide présenté dans une molécule du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH), les NKT sont capables de reconnaitre un glycolipide présenté
dans une molécule appelé CD1, structurellement proche du CMH de classe I. Une fois activés,

les NKT sont capables de lyser les cibles et de sécréter des cytokines (62).

Les lymphocytes MAIT, ou "lymphocytes T invariants associés aux muqueuses"”, disposant

d'un TCR semi-invariant.

Les lymphocytes T mémoire :
Les lymphocytes T mémoire font partie des lymphocytes T jouant un réle dans la réponse
immunitaire secondaire contre un antigéne déja rencontré. Cette réponse est caractérisée par

sa rapidité et son efficacité.

Ce qui distingue les cellules T mémoire des naifs et des effecteurs, les lymphocytes T sont un
domaine d'une grande importance pour les vaccinologues.

Progres dans les domaines de la génomique, de la biochimie et de I'immunologie ont fourni de
nouvelles perspectives sur les différences entre les cellules T naives, effectrices et mémoire.
Plus précisément, l'avénement des technologies tétraméres MHC-1 et MHC-I11, ELISPOT et
analyses intracellulaires des cytokines, en combinaison avec la prolifération ou la lympho-
prolifération historique de la 3H-thymidine (LPR) et le dosage de dilution limite (LDA), ont
permis aux immunologistes de phénotypiquement et caractériser les lymphocytes T CD4 + et
T CD8 + naifs, effecteurs et fonctionnels avant et aprés la vaccination et a tous les stades de

I'infection.
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Les lymphocytes T CD4 + et T CD8 + mémoire différent des lymphocytes T naifs et effec-
teurs de trois manieres: (i) les cellules mémoire expriment des marqueurs d'activation distincts
et des protéines intracellulaires qui les distinguent des lymphocytes T naifs et effecteurs (Fig.
2); (ii) les cellules mémoire ont des seuils d'activation inférieurs et des fonctions effectrices
distinctes des cellules T naives; et (iii) les cellules de mémoire expriment distinctes des chi-
miokines et des récepteurs d'adhésion qui leur permettent de rentrer et de circuler dans les

tissus et organes infectés a travers le corps(64).

3.4.1. Les sous-population de lymphocyte T mémoire :

Il existe deux types de lymphocytes T a mémoire :

> Les lymphocytes T effecteurs mémoire (que I’on trouve essentiellement dans les tissus
périphériques). Cette localisation dans différents tissus, au plus pres du site d'entrée de I'anti-
géne, favorise une rencontre ultérieure avec I’antigéne et les lymphocytes T mémoire. Les
Lymphocytes T mémoire se localisent préférentiellement vers les tissus ou s'est produite la

premiere infection.

> Les lymphocytes T de la mémoire centrale (que I'on trouve principalement dans les organes
lymphoides)(65).

Apres la vaccination, les cellules dendritiques (DC) captent les antigénes microbiens et les
transportent vers le drainage ganglions lymphatiques ou DC présentent des antigenes traités et
co-stimulent les lymphocytes T naifs CD45RA +, CCR7 +, CD62L +, CD27 +, CD8 + et CD4
+. Les cellules T spécifiques a Ag deviennent activées, les effecteurs CD45RA + ou CD45R0O
+, CCR7—, CD62L— et CD27— qui se divisent rapidement, acquierent des capacités cytoly-
tiques, sécrete I'IL-2 et les cytokines antimicrobiennes IFN- et TNF-, fournit une aide aux
cellules B et le trafic vers les sites d'infection. Apres que le microbe envahissant a été effa-
cées, plus de 90% des lymphocytes T effecteurs meurent par apoptose alors que quelques
lymphocytes effecteurs continuent d'exprimer des niveaux élevés de Bcl-2 et devenir des
lymphocytes CCR7— T a mémoire d'effecteur (TEM) a longue durée de vie ou des lympho-
cytes CCM7 + T a mémoire centrale (TCM).
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Les TCM sont spécialisés pour stimuler les cellules dendritiques, sécrétent IL-2 et IL-10, et
proliferent dans le tissu lymphoide secondaire pour augmenter la population de lymphocytes
effecteurs, tandis que les TEM sont préts a combattre réinfection aux sites d'infection en se-

crétant des cytokines antimicrobiennes telles que I'lFN et le TNF et en tuant les cellules infec-

tées via le mécanisme de la perforine de cytolyse.(64)
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FIGURE 7: INDUCTION VACCINALE DES CELLULES T MEMOIRE CHEZ L'HOMME.

Source: Memory T cells and vaccines.
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3.5. Les marqueurs phénotypiques :

v CXCR5 Cellules T auxiliaires (T rn) folliculaires : Les cellules T atteignent la région

paracorticale des ganglions lymphatiques via les veinules endothéliales élevées (sang) ou les
vaisseaux lymphatiques afférents (tissus périphériques) en réponse aux chimiokines spéci-
fiques CCR7 CCL19 et CCL21. Lors du contact avec les CD présentant I'antigene, les cellules
T deviennent immunisées, ce qui inclut I'induction de I'expression de CXCRS.
L'expression réduite de CCR7 permet aux cellules CXCR5 * T (T rn) nouvellement générées
de répondre au CXCL13 folliculaire et de se déplacer vers les follicules des cellules B ou les
interactions des cellules T r4- B impliquant une série de récepteurs de co-stimulation (CD40,
ICOS, etc.) et les cytokines (IL-10, IL-21, etc.) initient la réaction du centre germinal et la
formation de plasmocytes secrétant des anticorps et de lymphocytes B mémoire. Les lympho-
cytes T CD4 + exprimant le récepteur Chemokine CXCR5 ont été décrits pour la premiére
fois dans le sang humain il y a plus de 20 ans(66). Bien que ces cellules aient été initialement
considérées comme des lymphocytes T récemment activés, des études récentes indiquent que
les cellules T de sang CXCR5 + CD4 + contiennent des cellules de mémoire de longue durée
qui partagent des propriétés fonctionnelles avec des cellules TFH. En conséquence, les cel-
lules de sang CXCR5 + CD4 + T sont actuellement appelées cellules de mémoire du sang (ou
périphériques) TFH(67).

v' PD-1: Protéine cellulaire de la mort programmée : La PD1 ou CD279 est une protéine de
la famille des CD28 qui comprend les récepteurs CD28, les antigénes associés aux lympho-
cytes T cytotoxiques (CTLA-4), les co-stimulateurs inductibles (CISO) et les atténuateurs des
lymphocytes B et T. Ces récepteurs jouent un réle dans la réponse immunitaire cellulaire. Par
exemple, le CD28 est un récepteur co-stimulateur qui améliore I’activation des cellules T,
alors que le CTLA-4 est un inhibiteur de ’activation des cellules T. Le PD1 a également une
fonction inhibitrice sur les cellules T et B, et joue un réle important dans la tolérance périphé-
rique. Le PD1 a au moins 2 ligands (le PD-L1 et PD-L2), son interaction avec ces ligands
exprimée sur les cellules presentatrices d’antigénes (APCs) et les tumeurs envoie un signal
négatif aux lymphocytes T, ce qui peut conduire a I’épuisement des lymphocytes T.

Le CD28 est exprimé constitutivement sur la plupart ou la totalité des cellules T CD4+ et en-
viron 50% des cellules T D8+, alors que le CTLA-4 n’est pas exprimé sur les cellules T au

repos.
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3.6. Vaccination anti-palustre :

3.6.1. Les différents types de candidats vaccin :
La mise au point d’un vaccin anti-palustre devient de plus en plus réelle. Plusieurs équipes de
chercheurs, meénent actuellement des travaux orientés sur l’identification, la synthése et
I’emploi d’antigénes vaccinant issus des stades de développement parasitaire, permettant ainsi

le blocage du cycle.

3.6.1.1. Les vaccins pré-érythrocytaires ou hépatiques :
Pendant le stade hépatique, le parasite mdrit dans les hépatocytes. Une immunité a médiation
cellulaire (la réponse Th1) est donc pensée comme critique. Cela implique des lymphocytes
qui peuvent alors cibler et détruire les cellules du foie infectées, détruisant ainsi les parasites
se développant. L'immunité spécifique envers les stades hépatiques ne peut étre réalisée que
par une action coordonnée des cellules T CD8 et des anticorps spécifiques, qui collaborent
avec les cellules Natural killer (NK) et les macrophages (MA). L'interféron-gamma (IFN-y) y

joue un réle important(68).

Puisque les antigénes du stade hépatique peuvent étre exposés relativement longtemps,
augmentant avec I'exposition a l'infection naturelle, ils peuvent renforcer la réponse immune

du vaccin(69).

Les vaccins dirigés contre le stade pré-érythrocytaire ont pour objectif de prévenir I’infection
des hépatocytes et/ou de détruire les hépatocytes infectés. Les mécanismes immunitaires
effecteurs comprennent des anticorps contre la surface du sporozoites et I’IFN-y produit par
des cellules CD8+ et T CD4+. Les bénéficiaires principaux sont les enfants dans les zones
endemiques, les voyageurs et les résidents non immuns de zones a faible transmission. Des

candidats vaccins de ce type tels que RTS, S/AS02 et PfSPZ sont en cours de développement.

Le RTS, S/AS02 est constitué de particules chimériques contenant 1’antigéne HBs (antigeéne S
de I’hépatite B) et une portion de la protéine circumsporozoitaire (CSP) fusionnée a cet

antigene.

D’autres antigénes comme la LSA1, LSA3, PfEXP1, STARP, SALSA et TRAP/SSP2 sont
aussi inclus dans des vaccins contre les stades pré-érythrocytaires en cours de
développement(70).
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3.6.1.2. Les vaccins érythrocytaires :
Pendant le stade érythrocytaire, le parasite est caché dans les globules rouges. Puisque les
globules rouges n'expriment pas les molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité I ou
I1, la réaction immunitaire est a la charge des anticorps et les processus associés. Par exemple,
la médiation cellulaire cytotoxique dépendante des anticorps et 1’activation du systéme du

complément pourraient jouer un role dans I'élimination des globules rouges infectés(69).

Les vaccins dirigés contre le stade sanguin asexué ont pour objectif de réduire le niveau de la
parasitémie et la maladie. Ils agissent en permettant le blocage de I’infection des hématies
avec des anticorps et/ou la destruction des hématies infectées. Leurs bénéficiaires seraient les
enfants des zones endémiques. Un exemple de ce type de vaccin est celui basé sur la protéine
de surface MSP-1 développé a I’Institut Pasteur de Paris. Il s’agit d’une protéine MSP-119
produite en baculovirus. D’autres vaccins contre les stades asexués érythrocytaires
comprennent les antigénes AMA1, GLURP, HRP- 1, MSP1, MSP2, MSP3, RAP- 2, RESA,
SERA ou PfEMP1(70).

Des mécanismes multiples qui pourraient induire une immunité protectrice ont été identifiés,
comme les anticorps qui agissent réciproguement avec les récepteurs superficiels des
érythrocytes et interdisent leur invasion par les mérozoites, les anticorps qui aident a détruire
les parasites intra-érythrocytaires par les monocytes, anticorps directement dirigés contre les
antigénes de surface des mérozoites qui obtiennent une agglutination des mérozoites libres et
facilitent leur phagocytose, ou les anticorps qui empéchent l'attache d'érythrocytes infectés a
I’endothélium vasculaire, pour ne pas mentionner des cytokines comme I'lFN-a, Le TNF-a ou
IL-12, qui peuvent obtenir par mediation la mise & mort du parasite. Le défi majeur rencontré
par les vaccins qui ont pour but de répondre a ce type de questions est le haut polymorphisme

et la variabilité des antigénes du mérozoite(71).

Des chercheurs s’intéressent de plus preés au stade érythrocytaire asexué du parasite de la
malaria, qui cause la maladie clinique. L'immunité des stades erythrocytaires est pensée pour
étre obtenue par médiation par des anticorps qui bloquent l'invasion, opsonisent les
érythrocytes infectés ou les réponses a médiation cellulaire qui éliminent les parasites via une

surrégulation de médiateurs inflammatoires.
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IIs sont particulierement intéressés par le rdle que les lymphocytes T CD4 naturels ou induits

par le vaccin jouent dans I'immunité a médiation cellulaire.

IIs ont utilisé des modeles de rongeurs pour comprendre les réactions immunitaires a
Iinfection et la pathologie induite par le stade érythrocytaire du parasite. Leurs premiéres
études de souris immunisées avec deux des vaccins candidats principaux, MSP1-19 et AMA-
1, ont démontré que les cellules T CD4 + sont certainement critiques pour l'induction d'une
immunité agissant comme un effecteur (anticorps indépendant) et/ou comme des cellules

helper (anticorps dépendant).

3.6.1.3. Les vaccins ciblant le stade sexuel du parasite :
La réaction immunitaire aux stades sexuels dépend du transfert de I'anticorps de I'h6te chez le
moustique pendant le repas sanguin. L'anticorps humain neutralise alors les stades sexuels

avant qu'il n’ait ’opportunité de mirir et de se développer en sporozoite(69).

Des vaccins contre le stade sexué visent a prévenir la transmission par des anticorps pouvant
bloquer le développement du parasite chez le vecteur. Les récipiendaires de ces vaccins
seraient des populations vivant dans des zones de faible transmission. Ce type de vaccin serait
utile en combinaison avec des vaccins ciblant d’autres stades de développement du parasite.

Les antigénes susceptibles de susciter la production d’anticorps bloquant la transmission

comprennent Pfs230, Pfs48/ 45, Pfs27/ 25, Pfs28, Pfs25 et Pfs16(70).

3.6.2. Développement clinique d'un vaccin antipaludique :
Le développement clinique d’un vaccin suit une série logique d’évaluations liées les unes aux
autres dans un processus itératif qui vise a définir les caractéristiques du produit en termes de

tolérance, de réponse immunitaire induite, de schéma de vaccination et d’efficacité.

Au terme du développement clinique, le candidat vaccin antipaludique devient un vaccin aux
indications précises. Le développement clinique intervient suite aux études sur le modeéle

animal et représente un parcours de combattant jalonné d’essais cliniques chez ’homme.

Les modé¢les animaux ne peuvent reproduire de fagon satisfaisante 1’infection a P.

falciparum, ni la réponse immune qu’induirait un vaccin chez I'homme (72).
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Les conclusions de ces essais ne peuvent étre extrapolées a ’homme de fagon fiable. Il est
impératif que le candidat vaccin antipaludique soit testé sur les sujets a risque de paludisme

vivant en zone d’endémie, et qui aussi bénéficieraient le plus du vaccin.

Dans le cas des vaccins des stades sanguins asexués, les essais d’efficacité a petite échelle,
conduits en zone de forte incidence du paludisme apparaissent comme le chemin le plus court

dans le développement clinique pour arriver a un produit fini et commercialisable(73);(74).

Ces essais en zone d’endémie exigent qu’ils y existent des sites capables de les conduire. Les

candidats vaccins antipaludiques doivent étre rigoureusement évalués.

Les études sur I'efficacité et les effets secondaires interviennent avant et apres la mise sur le
marché du vaccin pour usage. Les évaluations avant la mise sur le marché (“prelicensing

vaccine trials™) comportent classiquement 3 phases :

3.6.2.1. Les essais de Phase | :
Ils correspondent a la premiére administration du candidat vaccin chez I’homme. Ces essais
¢valuent la tolérance et 'immunogénicité¢ du candidat vaccin. Le nombre de volontaires est
réduit : environ 10-120 personnes, d’abord chez les adultes puis chez les enfants. En phase |

on peut aussi tester différentes doses et différents schémas de vaccination.

Les essais en phase | portant sur des participants non exposés au paludisme ont été dénommeés
essais de phase la et ceux chez les participants vivant en zone d'endémie et naturellement

exposés au paludisme ont été dénommeés essai de phase Ib.

3.6.2.2. Les essais de Phase 11 :
Le but de ces essais est d’établir la preuve de la protection conférée par le candidat vaccin.
Un effectif plus important est inclus (n=200-600) ; cette phase évalue 1’efficacité,
I’immunogénicité et continue d’évaluer la tolérance du vaccin. On distingue les essais de
phase 2a, ou la protection est évaluée suite a « un challenge artificiel » ; c’est-a-dire a une
¢preuve d’infection expérimentale des participants. Les essais de phase 2b portent sur les

populations réellement a risque et exposées a I’inoculum parasitaire naturel.

Dans le processus du développement clinique, la décision critique de poursuivre le

développement du vaccin est prise suite aux résultats obtenus en phase I1.
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3.6.2.3. Les essais de Phase 111 :
Ils confirment I’efficacité du candidat vaccin qui a donné ses preuves en phase II. Ces essais
portent sur un grand échantillon (n=1200-15000) Les criteres de jugement peuvent
comprendre la mortalité liée au paludisme ou I’incidence des formes graves et compliquées.
La phase 11l permet aussi d'évaluer le niveau et la durée de protection, I'importance des effets
secondaires dans une plus large population. Les résultats de phase Ill sont critiques pour

I’obtention de 1’autorisation de mise sur le marché.

3.6.2.4. Les essais de phase 1V :

Ces essais comportent les évaluations apres la mise sur le marché (“post-licensing
monitoring™) du vaccin. Il s’agit non seulement de 1'évaluation continue de I'efficacité du
vaccin, mais aussi de I'amélioration des pratiques vaccinales et de la détection des effets
secondaires rares. lls visent a améliorer le mode d'administration, a réduire au maximum les
doses, a mettre au point un systéeme de chaine de froid pratique surtout pour les pays chauds, a
rechercher d’autres indications sur le terrain, & mettre au point les grandes lignes
opérationnelles pour la conduite des programmes de vaccinations sur le terrain (formation des
agents ou des équipes mobiles, instruments utiliseés, surveillance et évaluation des
programmes de vaccination; améliorer et rationaliser la gestion, extension des zones
d'intervention) (75).

3.6.3. Les vaccins antipaludiques en cours d’étude :
Les vaccins antipaludiques sont considérés parmi les modalités les plus importantes pour la
prévention potentielle et la réduction de la transmission du paludisme. La recherche et le
développement dans ce domaine ont fait I'objet d'efforts intenses de la part de nombreux

groupes au cours des derniéres décennies.

Des chercheurs, des spécialistes des essais cliniques et des développeurs de vaccins ont
travaillé sur nombreuses approches pour permettre en avant la disponibilité d’un vaccin contre

le paludisme.

Ces feuilles de calcul ont étés compilées par I’OMS avec 1’aide de plusieurs organismes
importants de financement des vaccins antipaludiques, des chercheurs individuels et de
groupe, en fin de constituer un tableau représentant le résumé public le plus complet des

projets de vaccins contre le paludisme a I'échelle mondiale.
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FIGURE 8: LES DIFFERENTS VACCINS ANTIPALUDIQUE EN COURS D’ETUDE.

3.6.4. Les adjuvants vaccinaux :
Le terme adjuvant dérive du latin “adjuvare” qui veut dire aider, assister. Il désigne toute
substance capable d’augmenter I’intensité de la réponse immune dirigée contre un antigene

administré simultanément.
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Les adjuvants sont utilisés pour améliorer lI'immunogénicité et I'efficacité du vaccin en
améliorant la présentation de I'antigene aux cellules immunitaires spécifiques de I'antigéne
dans le but de conférer une protection a long terme contre les agents pathogenes ciblés. Les
adjuvants sont utilisés dans les vaccins depuis plus de 90 ans. Des combinaisons de molécules
immunostimulantes, telles que celles du systeme adjuvant ASO1, ont ouvert la voie a la mise

au point de vaccins nouveaux ou ameliorés (76).

Les vaccins sont constitués de molécules antigéniques diluées dans un liquide, mais ces
antigénes en solution n’induisent pas souvent de réponse immunitaire satisfaisante, surtout
quand il s’agit de vaccins atténués qui ne peuvent pas parfaitement imiter une infection

naturelle et des vaccins sous-unitaires qui se réduisent parfois a des simples peptides.

Les adjuvants sont utilisés comme constituant des vaccins et la plupart du temps ils sont
indispensables pour [I’installation d’une réponse immune protectrice. L’utilisation des
adjuvants dans la formulation des vaccins permet d’obtenir des taux plus élevés d’anticorps
avec moins d’antigéne. S’ils sont efficaces, les adjuvants ne sont pas dépourvus d’effets
secondaires car ils peuvent étre responsables de fiévres, d’une allergie, voire méme du
déclenchement de maladies auto-immunes. Les chercheurs s’emploient actuellement a utiliser

des adjuvants efficaces avec moins d’effets secondaires.

3.6.4.1. Le QS-21: Quillaja saponaria 21 (StimulonTM QS-21 Adjuvant)

Le QS-21 est un produit naturel dérivé de 1’écorce de Quillaja saponaria, une espéce
originaire du Chili et de I’ Argentine. L’un des premiers adjuvants utilisés dans la formulation
des vaccins pour augmenter I’immunité humorale et & médiation cellulaire. Le QS-21 est une
molécule amphiphile avec une bonne hydrosolubilité. Cet adjuvant a été utilisé dans un essai
de phase III d’un vaccin thérapeutique contre le mélanome a plus de 100pg par dose.

Le QS-21 a été évalué au cours d’un essai de phase | et Il de 31 vaccins différents entre 25 et
100pug de QS-21 avec un bon profil de tolérance.

L’adjuvant QS-21 a entrainé chez la souris une stimulation de la réponse humorale avec un
bon titre d’anticorps spécifiques IgG1, IgG2b, et IgG2a. Généralement administré par voie

intramusculaire ou sous-cutanée, QS-21 est également efficace par voie nasale ou orale.
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Le QS-21 a entrainé une augmentation de la protection de I’homme par les candidats vaccins
recombinants antipaludiques et une stimulation des lymphocytes T cytotoxiques dans un essai
de phase 1(77).

La récente synthese de molécules actives de QS-21 a fourni une méthode robuste pour
produire cet adjuvant de vaccin de grande pureté ainsi que pour produire de nouveaux
congeéneres synthétiques QS-21 congus pour induire une réactivité immunitaire accrue et une
toxicité réduite(78).

3.6.4.2. Le MPL : Monophosphoryl lipide A

(3-Q-desacyl-4’-monophosphoryl lipide A ; 3D-MLA)

Le MPL est un dérivé du Lipopolysaccharide (LPS) de Salmonella minnesota R595, qui
conserve la partie lipidique A immunologiquement active de la molécule mere. Utilisé dans la
formulation des vaccins, le MPL est généralement utilisé avec un véhicule (émulsion huile
dans eau) qui donne une liaison étroite avec I’antigéne, ce qui augmente son activité.

Le MPL est soluble dans I’eau et dans I’huile, mais cette solubilité est significativement
diminuée en présence des cations métalliques divalents. Des essais cliniques de phase I/11 ont

montré que le MPL est bien toléré.

3.6.4.3. Alhydrogel® :

L’Alhydrogel est composé de sels d’hydroxyde d’aluminium AIOOH.

C’est un adjuvant couramment utiliseé dans la recherche immunologique. La procédure
consiste a adsorber 1’antigéne sur le gel d’hydroxyde d’aluminium afin de permettre une
présentation optimale des antigénes aux cellules présentatrice d’antigéne et améliorer ainsi la
réponse immunitaire aux vaccins.

Les sels d’aluminium induisent de bonnes réponses de I’immunité humorale (lymphocytes B
et lymphocytes Th2 CD4+). En revanche, ils induisent peu ou pas de réponses d’immunité

cellulaires (lymphocytes Thl CD8 + cytotoxiques).

3.6.4.4. ASO1 :
AS01 est un systeme adjuvant vaccinal a base de liposomes contenant deux
immunostimulants : le 3- O -désacyl-4’-monophosphoryl lipide A (MPL) et la saponine QS-
21.
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Les effets de ASO1 sont rapides et transitoires, localisés au muscle injecté et au ganglion
lymphatique drainant.

AS01 est efficace pour promouvoir les réponses immunitaires a médiation par
les lymphocytes T CD4 * et constitue un adjuvant candidat approprié pour l'inclusion dans des

vaccins ciblant des virus ou des agents pathogenes intracellulaires(76).

3.6.4.5. CPG 7909 :

Le CPG est constitué d’oligo-désoxynucléotides riches en séquences (Cytosine
phosphorothioate et Guanine), que 1’on trouve en quantité dans I’ADN des micro-organismes,
et qui sont des agonistes du TLRO.

IIs induisent des réponses Th1l et des réponses lymphocytaires cytotoxiques.

Le CPG 7909 est fabriqué conformément aux normes des bonnes pratiques de fabrication
(cGMP). CPG 7909 utilisé dans ’essai était conditionné dans des flacons stériles & dose
unique de 0,08 ug a 10 mg / ml, formulés dans un tampon salin pour l'administration

intramusculaire (IM).

3.6.4.6. Les diluants : PBS et HSA
Le diluant du vaccin et du Challenge PfSPZ est composé d’une solution saline tamponnée au
phosphate (PBS) et de I’albumine de sérum humain (HSA).
Le PBS utilise a été fabriqué dans le respect des bpf (gmp) par sanaria, inc.
Le PBS et la HSA sont stockés a la température ambiante selon les spécifications (entre 15°C
a30°C).

3.6.4.7. Saline : chlorure de sodium
Le chlorure de sodium est utilisé a 0,9%, USP. 1l s’agit d’une solution stérile, non pyrogeéne et
isotonique. Chaque 1 ml contient 9 mg de chlorure de sodium.
Il ne contient aucun bactéricide, agent antimicrobien ou tampon ajouté.il est utilisé pour diluer
ou dissoudre les médicaments pour injection ; il peut étre utilisé comme placebo dans certains
essais ou un vaccin comparateur n’est pas disponible. Le Saline, chlorure de sodium 0,9%,

USP ne contient aucun agent de conservation.
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3.7. Le Produit de I’étude :

Vaccin PfSPZ

Le vaccin déenommé Vaccin PfSPZ contient des sporozoites de P. falciparum NF54 (PfSPZ)
atténue par irradiation, aseptiques, en flacons, purifiés, cryoconservés, produits par Sanaria
Inc. est fabriqué en conformité avec les réglementations en matiere de Bonnes Pratiques de
Fabrication (BPF) (21 Code of Federal Regulations [CFR] 211), qui est décrit en détail dans
IND 13969.

La fabrication du Vaccin PfSPZ est effectuée a 1’usine clinique de fabrication de Sanaria
(CMF) a Rockville, Maryland, Etats Unis. La fabrication du Vaccin PfSPZ est un processus
aseptique qui comprend des essais en cours de fabrication selon USP <71> aux tests de stérili-
té. En bref, la fabrication comprend la désinfection des ceufs de moustiques effectues par I'ex-
position a des agents chimiques. Les ceufs désinfectés sont ensemences dans des flacons ven-
tilés contenant un milieu de croissance. Les ceufs éclosent et se développent en nymphes, qui
sont transférées dans une cage d'émergence ou les moustiques adultes émergent. La culture in
vitro de P. falciparum est lancée a partir d'une banque de cellules de travail (WCB) en flacon
de P. falciparum isolé de NF54, qui est décrit en détail dans Biological Master File BMF
13489.

Les stades parasitaires asexués sont incités a produire des gamétocytes. Les moustiques
adultes sont nourris de sang infecté de gamétocytes de P. falciparum dans un insectarium de
haute sécurité a Rockville, Maryland, Etats Unis. Le sang infecté de gamétocytes de P. falci-
parum. Les moustiques adultes infectés sont maintenus et les sporozoites migrent vers les
glandes salivaires dans les 2 semaines a partir du moment du repas infecté. Les PfSPZ dans
les glandes salivaires du moustique sont atténués par irradiation a 150 Gy. Les glandes sali-
vaires des moustiques infectés par les sporozoites de P. falciparum sont récoltées par la dis-
section manuelle. Les glandes salivaires sont ensuite triturées pour libérer les PfSPZ qui sont
ensuite purifiés, comptes et a une concentration spécifiée, cryoconservés. La cryoconservation
commence par I'addition cryoprotecteurs supplémentaires pour le produit en vrac PfSPZ pour
produire le produit final du vaccin PfSPZ.

Le produit final est distribué dans des flacons a bouchon a vis qui sont stockés dans un liquide
en phase vapeur d'azote (LNVP) a -150°C a -196°C.
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Effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués
par irradiation (PfSPZ) sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a
Ouelessebougou, Mali.

4. METHODOLOGIE :

4.1. Lieu d’étude :
L’étude s’est déroulée dans la commune rurale de Ouelessebougou. L’actuelle commune de
Ouelessebougou a été créée sur une vieille contrée. Cette contrée de Ouelessebougou a été
créée au 18¢me siécle (vers 1700) par un cultivateur du nom de Wéressé. A 1’origine elle
n’était qu’un simple hameau de culture en bordure du marigot qui le traverse d’Ouest en Est.
Avec les déformations linguistiques ce nom est devenu W¢éless¢ d’ou 1’appellation :

Ouelessebougou «la case de Welessé ».

4.1.2. Situation :
Ouelessebougou est le nom d'une région subsaharienne au Mali, en Afrique de I'Ouest. Situee
dans la partie sud-ouest du pays, a environ 80 km de Bamako sur la route nationale N°7 (RN-
7), la commune rurale de Ouelessebougou compte 44 villages couvrant environ 1.118 kilo-
meétres carrés. Elle est limitée au Nord par la commune de Dialakoroba, au Sud par la com-
mune de Kéléya, a I’Est par la commune de Sanankoro Djitoumou et a ’Ouest par la com-
mune de Faraba.
Son relief est dominé par de petites élévations de faible altitude ne dépassant pas 100 m et des
plateaux latéritiques.

4.1.3. Population :
La Commune rurale de Ouelessebougou comptait environ 266513 habitants en 2018(6) a do-
minance jeune. Le taux de natalité est élevé et le taux de mortalité 1’est moins grace a 1’action
dynamique des services de santé. Un Centre de Santé de Référence et quatre
CSCOMs concourant pour 1’atteinte des objectifs du PRODESS. La population est composée
de : Bamanans et Manikas en majorité. 1l y a aussi des Korokos, des Dogons, des Mossis, des
Peulhs. Ces differentes ethnies vivent en parfaite harmonie avec les Bamanans autochtones
qu’ils appellent « Diatiguis ». Les principales religions pratiquées sont 1’Islam, le
Christianisme et I’ Animisme avec un taux de 90% de musulmans, 2% de protestants ,7% de
catholiques et 1% d’animistes.

4.1.4. Activités socio-économiques et culturelles :
L’agriculture et I’élevage constituent les principales activités. L’artisanat et le commerce sont
¢galement développés. La péche est pratiquée le long du fleuve Niger. Elle est 1’activité prin-

cipale des Bozos, des Somonos et d’autres ethnies riveraines du fleuve.
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4.1.5. Climat et hydrographie :
Le climat est de type soudanais. Deux saisons déterminent son climat : la saison seche
Novembre pour finir Juin avec des températures variant entre 30 et 38°C ; la saison pluvieuse
qui s’étend de Juin a Octobre avec des précipitations atteignant 1.000 mm en moyenne. Les
parties Ouest et Sud de cette commune sont irriguées par le fleuve Niger et son affluent le

Sankarani. Il existe également de nombreux marigots généralement secs en saison séche.

4.1.6. Infrastructures et équipements :
Sur le plan administratif on peut citer entre autres : la sous-préfecture, la Mairie, la
Gendarmerie Nationale, la Douane, la Poste, I’Energie du Mali (EDM), la société¢ malienne de
gestion de 1’eau potable (SOMAGEP), la Banque Nationale de Développement Agricole du
Mali (BNDA), I’Office de la Haute Vallée du Niger (OHVN), les sociétés de télécommunica-
tion : SOTELMA-Malitel et Orange-Mali et le Tribunal de Justice de Paix a Compétence
Etendue.
La commune compte aujourd’hui 32 écoles publiques dont 16 premiers cycles, six seconds
cycles, 16 écoles communautaires, quatre écoles privées, trois medersas et une école de santé
privée en plus de trois lycées dont un public dans le village méme de Ouelessebougou.
Sur le plan sanitaire, le district sanitaire de la commune rurale de Ouelessebougou compte 16
aires de santé. La ville de Ouelessebougou comporte un Centre de Santé de Référence
(CSREéf), un Centre de Santé Communautaire (CSCom), trois cliniques privées et deux offi-
cines de Pharmacie.
Les activités de I’étude se sont déroulées au Centre de Sant¢é Communautaire (CSCom) cen-
tral de Ouelessebougou hébergeant le centre de recherche du MRTC qui méne depuis 2006
des études sur le paludisme et d’autres maladies infectieuses.
Situé dans la zone administrative de la ville, le CSCom est composé d’un bloc comprenant :
un bureau de consultations externes, une salle de dépét de vente des médicaments, une salle
de soins, une salle d’observation, deux salles de garde, une salle d’accouchement, deux salles
de CPN, deux blocs réservés aux activités du centre de recherche MRTC, un bloc de quatre
WC et une toilette, une buanderie, un incinérateur. Le CSCom est dirigé par un docteur en
médecine qui travaille en étroite collaboration avec une sage-femme, une infirmiére obstétri-
cienne, trois matrones, une technicienne de santé, un aide-soignant vaccinateur, un gérant du

dépdt de vente des médicaments essentiels, un manceuvre et un gardien.
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Le Centre de Recherche en Santé de Ouelessebougou du MRTC a été initié en 2008 avec
deux essais cliniques sur financement de GSK et la Fondation de Bill et Melinda en collabora-
tion avec I’Ecole d'Hygiéne et de Santé Publique de Londres (London School of Hygiene and
Tropical Médicine). Le centre conduit la recherche sur différents aspects du paludisme y
compris I'épidémiologie, I'immunologie du paludisme ainsi que les essais cliniques sur les
médicaments, des vaccins et stratégies de lutte contre le paludisme en collaboration avec di-
verses institutions comme GSK, LSHTM, NIAID/NIH, Sanaria, I'Université de Californie a

San Francisco aux USA, Médecins Sans Frontiéres en France etc...

L’équipe est composée de médecins, de pharmaciens, des biologistes, des sages-femmes des
infirmiers, des gestionnaires de données et des étudiants et stagiaires ainsi que du personnel
de soutien (chauffeurs, guides, manceuvres, gardiens, etc..) résidents sur le site. L'équipe tra-
vaille en étroite collaboration avec le centre de santé communautaire et le centre de santé du

district de Ouelessebougou.

A Ouelessebougou la transmission du paludisme est fortement saisonniére, la saison de
transmission se déroule de juin a décembre, avec un pic de transmission d'aolt a novembre.
Ouelessebougou est située dans une zone de forte transmission, avec des taux d'inoculation
entomologique d'environ sept pigdres infectieuses par personne sur la période d'ao(t a
décembre en utilisant des piéges lumineux CDC(79). La prévalence du parasite du paludisme
pendant la saison de transmission varie entre 20 et 30% chez les adultes (données non

publiées).
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FIGURE 9: CARTE DU MALI MONTRANT OUELESSEBOUGOU.

Source : https://fr.wikipedia.org/wiki/Ouelessebougou.

8

4.2. Schéma de I’étude :
Cette étude a inclus des adultes maliens en bonne santé agés de 18 a 35 ans pour participer a
un essai randomisé, double aveugle, contr6lé par placebo pour évaluer [l'innocuité,
I'immunogénicité et l'efficacité protectrice d’une dose de vaccin contre le paludisme pendant
la deuxiéme saison de transmission. Les participants ont été vaccinés avec une série de 3
doses de vaccin PfSPZ 9 x 10° (sporozoites de P. falciparum atténués, cryoconservés en 1VD)
a0, 8 et 16 semaines d'intervalle (bras 1) ou 0, 1 et 4 semaines d’intervalle (bras 2) a partir de
la saison séche. Les sujets vaccinés et les témoins ont été ensuite évalués pour l'infection
palustre au cours de la saison de transmission du paludisme qui s'ensuit. Les volontaires ont
été randomisés en quatre bras. Les bras 1 et 3a (témoin du bras 1) ont été randomisés en
premier en un ratio 2 :1. Les bras 2 et 3b (témoin du bras 2) ont été randomisés en ratio 2 :1

quelques semaines apres.
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FIGURE 10: SCHEMA DE L’ETUDE.

4.2.1. Les groupes de I’étude
Les bras de traitement
Bras 1 : (n=70) ont recu 3 doses du Vaccin PfSPZ (9.105) en IVD a 0, 8, et 16 semaines.
Bras 2 : (n=70) ont regu 3 doses du Vaccin PfSPZ (9.105) en IVD a0, 1, et 4 semaines.
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Bras 3a : (n=35) : a été le témoin pour le bras 1. Les volontaires ont recu 3 doses de solution
saline de placebo par IVD a 0, 8 et 16 semaines.

Bras 3b : (n=35) : a été le témoin pour le bras 2. Les volontaires ont recu 3 doses de solution
saline de placebo par IVD a 0, 1 et 4 semaines.

Toutes les injections ont été administrées en IVD. Tous les volontaires ont recu un traitement
antipaludique avec de [I’artéméther/luméfantrine (AL) deux semaines avant la 3éme
vaccination. Apres la troisiéme vaccination, les participants ont été suivis pendant la saison
des pluies, soit environ six mois. Les participants ont été surveillés pour la sécurité,

I’immunogénicité, I’infection palustre et les maladies au cours de la période de suivi.

Période d’étude :
L’¢étude s’est déroulée d’Avril 2018 & Avril 2020 et la vaccination de rappel a été faite en
juillet 2019.

Population d’étude :
La population d’étude était composée de sujets en bonne santé 4gés de 18-35 ans, qui résident

a Ouelessebougou et dans les villages environnants au Mali.

Echantillonnage :

Un total de 210 sujets a été inclus de maniére randomisée dans cet essai, 70 sujets dans
chaque bras du vaccin (bras 1 et 2) et 35 sujets dans chaque bras du controle (bras 3a et 3b).
Au total, 140 sujets ont recu un Vaccin PfSPZ et 70 n’ont recu que le placebo.

Calcul de la taille de I’échantillon :

La taille de I'échantillon est principalement basée sur 1'évaluation de 1’efficacité vaccinale
(EV). Soixante-dix sujets étaient enrdlés dans chaque bras. Avec un taux d'abandon annuel
estime entre 15% et 28%, il y aura 50 a 60 sujets disponibles pour I'évaluation de I'efficacité
un an apres le début de I'étude. Avec 50 échantillons par bras, I'étude est capable de détecter
I'efficacité protectrice du vaccin avec 88% de puissance si I’EV est de 45% et le taux d'infec-
tion de base est de 0,7.

Avec 60 échantillons par bras, I'é¢tude a 83% de puissance si I’EV est de 45% et le taux

d'infection de base est de 0,6.
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Recrutement :
Le consentement communautaire a été sollicité avec les autorités villageoises et d’autres
membres de la communauté aprés explication et discussion de 1’étude lors d’une rencontre de
la communauté.
Une annonce génerale invitant les membres du ménage et de la famille a la clinique pour en
apprendre davantage sur 1’étude a été faite au moment de 1’autorisation de la communauté, en

utilisant la radio locale ou un canal de communication traditionnelle.

Critéres d’inclusion :

Les sujets devraient remplir tous les critéres suivants pour étre admissibles a 1’étude :

1. Etre 4gé > 18 et 35 ans.

2. Etre capable de fournir une preuve d’identité a la satisfaction du clinicien d’étude qui
acheve le processus d’inclusion.

3. Etre en bonne santé générale et sans antécédents médicaux cliniqguement significatifs.

4. Etre prét a avoir des échantillons de sang stockés pour la recherche future.

5. Etre disponible pour toute la durée de 1’étude.

6. Les femmes qui ont le potentiel de procréer doivent étre prétes a utiliser une contraception
fiable (tel que défini ci-dessous) a partir de 21 jours avant le jour 1 d’étude a 28 jours apres la
derniere vaccination.

Des méthodes fiables de controle des naissances comprennent :

Un des éléments suivants : des contraceptifs pharmacologiques confirmés (parentérales)
délivrés ; un dispositif intra-utérin ou implantable. OU

Deux des éléments suivants : des contraceptifs oraux ou transdermiques ou vaginaux docu-
mentés ; PLUS des préservatifs avec un spermicide ou un diaphragme avec un spermicide
Remarque- Coartem (artéméther en particulier) peut réduire l'efficacité des contraceptifs
hormonaux systémiques, par conséquent, des méthodes de barriere supplémentaires telles que
les préservatifs doivent également étre utilisés pendant les 3 jours de la posologie de Coartem.
On demandera egalement aux femmes qui ne peuvent pas tomber enceinte de déclarer la
derniére date de la période menstruelle, 1’histoire de la stérilité chirurgicale (i.e. ligature des
trompes, 1’hystérectomie) ou insuffisance ovarienne prématurée (POI), et auront un test

d’urine ou un test de grossesse sérique effectué selon le protocole.
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Critéres de non inclusion :
Un sujet n’était pas inclus a cet essai si 1’une des conditions suivantes est remplie :
1. Grossesse, telle que déterminée par un échantillon d’urine positif ou un test choriogonado-

tropine sérique humaine (B-hCG) (si ¢’est une femme).

NOTE : La grossesse est également un critére pour I’arrét de tout dosage supplémentaire ou
de toutes les interventions liées a I’insécurité pour ce sujet.

2. Actuellement allaitante (si ¢’est une femme).

3. Une maladie comportementale, cognitive ou psychiatrique qui, de 1’avis du chercheur af-
fecte la capacité du participant de comprendre et de se conformer au protocole de 1’étude.

4. L’hémoglobine, WBC, les neutrophiles et les plaquettes en dehors des limites normales
définies par le laboratoire local (les sujets peuvent étre inclus a la discrétion du chercheur
pour les valeurs « pas cliniqguement significatives »).

5. Le niveau de I’Alanine transaminase (ALT) ou de la créatinine (Cr) au-dessus de la limite
normale supérieure définie par le laboratoire locale (les sujets peuvent étre inclus a la discré-
tion du chercheur pour les valeurs « pas cliniquement significatives »).

6. Infecté par le Virus de I’'Immunodéficience Humaine (VIH), I’hépatite C (VHC), ou
I’hépatite B (VHB).

7. La drépanocytose connue et documentée par interrogatoire (Remarque : le trait drépanocy-
taire connu n’entraine pas une exclusion).

8. Anomalie de I'ECG cliniquement significative tel qu’un QTc anormal.

9. Preuve d'antécédent de maladie neurologique, cardiaque, pulmonaire, hépatique, endocri-
nienne, rhumatologique, auto-immune, hématologique, oncologique ou rénale cliniquement
significative, I’examen physique, et / ou des études de laboratoire, y compris 1’analyse de
’urine.

10. Antécédent de prise d’un produit expérimental au cours des 30 derniers jours.

11. La participation ou la participation prévue a un essai clinique avec un produit expérimen-
tal avant I’achévement de la visite de suivi 28 jours apres la derniére vaccination ou la partici-
pation prévue a une étude de vaccin expérimental jusqu’a la derniére visite requise du proto-
cole.

12. Les problemes medicaux, professionnels ou de famille a la suite de consommation

d’alcool ou de drogues illicites au cours des 12 derniers mois.
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13. Antécédent d’une réaction allergique sévere (grade 3 ou plus, ou par discrétion du PI) ou
choc anaphylactique.

14. L asthme sévere (défini comme 1’asthme qui est instable ou des soins émergents, des soins
d’urgence, I’hospitalisation ou I’intubation sont requis au cours des 2 dernieres années, ou qui
a nécessité 1’utilisation de corticostéroides par voie orale ou parentérale a tout moment au
cours des 2 derniéres années).

15. Les maladies auto-immunes préexistantes ou a médiation par anticorps, y compris, mais
sans s’y limiter : au lupus érythémateux disséming, a la polyarthrite rhumatoide, a la sclérose
en plaques, au syndrome de Sjogren, ou a la thrombocytopénie auto-immune.

16. Le syndrome d’immunodéficience connu.

17. L’asplénie connue ou 1’asplénie fonctionnelle.

18. Utilisation de :

Corticostéroides (>14 jours) par voie orale ou intraveineuse de fagon chronique (a I’exclusion
de la voie topique ou nasale) a des doses immunosuppresseurs (par exemple, prednisone >
10mg / jour) ou des médicaments immunosuppresseurs dans les 30 jours suivant la vaccina-
tion.

L’utilisation d’antipaludiques (autres que ceux prescrits par le chercheur) ou des antibiotiques
systémiques avec une activité antipaludique connue au cours des 30 jours avant le premier
vaccin (comme la triméthoprime-sulfaméthoxazole, la doxycycline, la tétracycline, la clinda-
mycine, I’érythromycine, les fluoroquinolones ou I’azithromycine).

19. La réception d’un vaccin vivant au cours des 4 derniéres semaines ou d’un vaccin inactivé
au cours des 2 dernieres semaines avant la vaccination # 1 et chaque jour de vaccination ulté-
rieure.

20. La prise des produits immunoglobulines et / ou sanguins au cours des 6 derniers mois.

21. La réception précédente d’un vaccin expérimental contre le paludisme au cours des 5 der-
niéres anneées.

22. Les allergies connus ou une contre-indication a Coartem.

23. Autre (s) condition (s) qui, de 1’avis du chercheur, mettrait (ent) en péril la sécurité ou les
droits d’un sujet participant a 1’essai, interfére avec 1’évaluation des objectifs de 1’étude, ou

rendrait (ent) le sujet incapable de se conformer au protocole.
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4.10. Programme de I’étude :

4.10.1. Dépistage
Le but de la visite de dépistage était de determiner I'éligibilité du sujet pour sa participation a
I'étude. Les procédures de dépistage comprennent le processus de consentement éclairé,
I'examen de compréhension du paludisme, les évaluations de laboratoire (complété au cours
des 56 jours avant la réception de la premiere vaccination) et les évaluations cliniques. Les
activités de dépistage peuvent avoir lieu au cours de plusieurs visites si nécessaire, y compris
le jour de l'inclusion.
Dans le cas ou une maladie chronique et / ou le VIH, le VHB ou le VHC sont découverts au
cours du dépistage, I'étude ne remboursera pas les traitements et les soins a long terme, mais
les patients peuvent étre orientés vers des soins continus.
Selon les exigences nationales de déclaration des maladies transmissibles, les résultats positifs
confirmés pour le VIH, le VHB et le VHC seront signalés au service de santé locale confor-
mément aux lois applicables et des recommandations médicales appropriées seront initiées.
Les actions suivantes doivent étre effectuées dans le cadre du processus de dépistage pour
toutes les personnes dans les 56 jours précédant la premiére vaccination :

e Expliquer I'étude et le document de consentement éclairé au sujet.

e Assurez-vous que le sujet a donné son consentement en signant ou en posant ses empreintes
digitales sur le document de consentement éclairé. Assurez-vous que le sujet recoit une copie
signée du consentement éclairé.

e Assurez-vous que le sujet a répondu correctement a 80% des questions de I'examen sur la
compréhension du paludisme.

e Obtenir des antécédents médicaux complets, y compris les antécédents menstruels et contra-
ceptifs et / ou antécédents de stérilité chirurgicale pour les femmes, et I'utilisation de médica-
ments.

e Assurez-vous que les femmes en age de procréer sont prétes a utiliser une méthode de
contraception fiable depuis au moins la période allant du dépistage jusqu'a 28 jours apres la
troisieme vaccination. * Administrer un examen physique complet, y compris les signes vitaux
(taille, poids, tension artérielle, température et fréquence cardiaque). * Counseling pré et post
test complet du VIH comme indiqué, y compris le contact de suivi avec le sujet pour rapporter

les résultats et le référer pour des soins médicaux appropriés si nécessaire.
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e  Obtenir environ 10 ml de sang pour la numération formule sanguine (NFS) différentielle et la
numération des plaquettaire, ALT, la créatinine (Cr), le test de I'népatite B, le test de I'népatite
C, le test VIH, le test d'hémoglobinopathie.

e Obtenir l'urine (ou du sérum) pour les tests de grossesse (pour les femmes) et une bandelette
urinaire / urine pour la détection des protéines et de sang dans les urines.

e Obtenir un électrocardiogramme (ECG) a 12 dérivations.
Le test de drépanocytose sera complété rétrospectivement. L'antécédent de la maladie de dreé-
panocytaire connue est une raison de non inclusion au moment de I'inclusion.
La découverte de la drépanocytose (HbSS) lors de tests de laboratoire ultérieurs n'entrainera
pas le retrait du sujet de I'étude.
L'éligibilité finale sera déterminée a ce stade. Le sujet peut étre exclu par I'une des procédures
ci-dessus s'il répond aux critéres de non inclusion. Les plages acceptables pour les paramétres
hématologiques et biochimiques définies pour cette étude sont données a I'’Annexe B. (Re-
marque : la parasitémie n'est pas un critere de non inclusion.)
Si un résultat anormal est jugée cliniquement significatif, le sujet sera informé, une lettre de
référence sera écrite et le sujet sera guidé vers I'endroit ou il doit se présenter pour un com-
plément de visite et des soins médicaux. Le traitement pour des affections mineures peut étre
fourni par des cliniciens d'étude sur le site d'étude. Les décisions de ne pas inclure le sujet

dans l'essai ou de retirer le sujet de I'essai seront prises a la discrétion de l'investigateur.

4.10.2. Affectation des groupes :

L'enr6lement a lieu avec la collecte des échantillons de base de I'étude & Jour -14. La rando-
misation a eu lieu avant I'enrdlement, avant ou aprés le jour -14 de I’étude. La randomisation
des sujets dans les bras 1 et 3a a été faite d'abord car ces sujets ont été enrdlés en premier. La
randomisation des bras 2 et 3b a été faite ensemble plus tard avant I'enrdlement.

Si un sujet a été randomisé dans le groupe 1 ou 3a mais n'a pas été vaccing, il peut étre ran-
domiseé dans les groupes 2 et 3b s'il est encore éligible.

Si un sujet se retire de I'étude apres la randomisation, il peut étre remplacé par un autre sujet
au hasard si le retrait se produit avant la premiére vaccination. Une fois qu'un sujet a regu sa

premiére vaccination, il ne peut pas étre remplace.
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Pendant I'étude, la liste reliant les numéros de randomisation pour étudier le produit (Vaccin
PfSPZ ou contrdle) était mise a la disposition du statisticien de I'étude et des membres de
I'équipe, des préparateurs de seringues (au début de I'étude), moniteur de sécurité indépendant
et le président du DSMB (si nécessaire pour un examen a huis clos sans audience). Les jours
de vaccination, les vaccins associés a chaque numéro de randomisation étaient obtenus aupres
du pharmacien.

Pour assurer l'identification correcte des sujets de I'étude, aprés I'enrblement des sujets, tous
les sujets ont recu une carte d'identité avec leur photo a présenter a la clinique a chaque visite

de I'étude.
4.11. Procédures d'étude / évaluations :

4.11.1. Tests de Laboratoire cliniques :
En utilisant des techniques standard, le laboratoire clinique effectuait les tests suivants.
1. L’hémogramme complet (NFS) plus la différentiation leucocytaire (GB) et la numération
plaquettaire.
Les paramétres de NFS suivants étaient évalués pour la tolérance tout au long de 1’essai : GB,
nombre absolu de neutrophiles (NAN) / nombre absolu de granulocytes (NAG), hémoglobine
(Hb) et numération plaquettaire.
2. Créatinine sérique (Cr)
3. Alanine aminotransférase (ALT)
4. Test HBsAg (peut inclure un diagnostic rapide, ELISA, PCR si indiqué) (seulement au dé-
pistage)
5. Test HVC (peut inclure un diagnostic rapide, ELISA, PCR si indiqué) (seulement au dépis-
tage)
6. Test VIH (peut inclure un diagnostic rapide, ELISA, Western Blot si indiqué) (seulement
au dépistage)
7. Test avec bandelettes urinaire et / ou analyse d'urine (seulement au dépistage)
8. Test de grossesse a partir des urines et / ou sérum (B-hCG)
Les tests cliniques supplémentaires comprenaient les éléments suivants, mais étaient complé-

tés rétrospectivement par d'autres laboratoires, comme indiqué ci-dessous :
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1. Test d'hémoglobinopathie — testé pour I'hnémoglobine normale adulte (HbAA), du trait de
I'némoglobine ¢ (HbCC), du trait de I'némoglobine drépanocytaire (HbAS), de I'hnémoglobine
drépanocytaire (HbSS).

4.11.2. Diagnostic du paludisme :

4.11.2.1. Goutte épaisse pour le diagnostic du paludisme :

Le standard pour le diagnostic du paludisme et I'évaluation des critéres de jugement de
I’efficacité du vaccin est la détection des parasites du paludisme sur les gouttes épaisses colo-
rées au Giemsa. Les gouttes épaisses sont préparées en deux exemplaires selon les procédures
standard du challenge paludisme et évaluées par des microscopistes formés pour 1’étude, et les
résultats sont rapportés au chercheur principal de I'étude. Au moins 0,5 uL sont analysés pour

détecter la présence de parasites du paludisme.

Cette méthode permet de détecter une densité parasitaire d'environ 3 parasites / uL et un dia-
gnostic précoce, souvent avant que les sujets ne deviennent symptomatiques du paludisme.
Pour les sujets symptomatiques, au moins 1,5 ul sont évalués. Les lames sont considérées
comme positives si au moins deux parasites P. falciparum sans ambiguités par lame sont iden-
tifiés et confirmés par un second microscopiste.

Les gouttes épaisses étaient préparées a partir du sang restant dans la canule intraveineuse, ou
(a des moments ou aucune ne collecte de sang IV n'est prévue) a partir d'un échantillon préle-
veé par pigdre au doigt. Les gouttes épaisses étaient examinées au microscope.

Les gouttes épaisses étaient utilisées pour le diagnostic tout au long de I'étude.

4.11.2.2.Visites imprévues et goutte épaisse positives :

Chaque fois qu'un sujet a été dépisté des parasites du paludisme a P. falciparum sur une
goutte épaisse (si oui ou non ils étaient symptomatiques, visite prévues ou non imprévues), il
était demandé a la clinique de fournir un échantillon de sang supplémentaire pour ce qui suit :
e 0,5 ml de microtaineur d'acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA) : pour les analyses ex
vivo du sang total si I'échantillon n'a pas éte obtenu au cours des deux derniers jours avec la

goutte épaisse positive.

These Pharmacie 2020-2021 Simballa FOFANA 52



Effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués
par irradiation (PfSPZ) sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a
Ouelessebougou, Mali.

e Tube EDTA de 4 ml : pour obtenir I'ARN et I'ADN pour I'étude du transcriptome (ARN) de
I’hote et du parasite (ARN) et le génotype du parasite (ADN) et pour obtenir du plasma pour
des études de protéomique.

e 0,5 ml pour gPCR si I'échantillon n'a pas été obtenu au cours des deux derniers jours avec une

goutte épaisse positive.

4.11.2.3.Etude immunologique :

Le but est d’évaluer I’effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plas-
modium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) durant la saison de transmission
naturelle sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a Ouelesse-

bougou, Mali.

4.11.2.4.Analyse des réponses cellulaires :

Les etudes des réponses cellulaires ont été réalisées au MRTC en utilisant du sang total pour
énumérer les différents sous-ensembles de cellules T mémoires (CD4, CD8) avant et apres la
vaccination de rappel par la cytométrie en flux.
v" Principe de la cytométrie en flux

La cyométrie en flux est une technique multiparamétrique permettant 1’étude de plusieurs
caractéristiques (taille, complexité, et fluorescence) d’une cellule isolée entrainée par un flux
liquide.

Les cellules marquées aux fluorochromes sont d’abord propulsées une a une, a trés grande
vitesse dans un flux hydrostatique et passent devant une source lumineuse (Laser), la
fluorescence issue de 'immuno marquage préalable est ensuite récupérée et mesurée grace a
un éventail de détecteurs ; et ces mesures obtenues sont utilisées pour générer des ensembles
des données a paramétres multiples : les caractéristiques physiques des cellules et leurs

propriétés fluorescentes, les caractéristiques de leur dispersion lumineuse frontale et latérale.
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Mode opératoire

Elle consistait a effectuer un immunomarquage sur 200ul du sang total par des anticorps
fluorescents (anti- CD3-Alexa700, anti-CD8- APC H7, anti-CD4-V500, anti gd TCR-PE,
anti-CD27-PE-Cy7, anti-CD45R0-BV421, anti-Vd2-FITC, anti-CD45-BV785, anti-HLADR-
BV650, anti-CD19-Indo-1 (BV495), anti-CD21-BV395, anti-CD38-PerCP-Cy5.5 et anti-
CCR7-Alexa Fluor 647) avant et apres la vaccination de rappel selon le mode opératoire
normalisé du laboratoire d’immunologie (voir annexe).

Interprétation des résultats

Les lymphocytes T et leurs sous-ensembles étaient identifiés par I'expression différentielle de

marqueurs de surface cellulaire comprenant CD4, CDS8.
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par irradiation (PfSPZ) sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a
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FIGURE 11: STRATEGIE D’ANALYSE D’EXPRESSION DES CELLULES T-CD8+, T-CD4+.
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4.11.2.5.Collecte, saisie, analyse des données :

Les données ont été recueillies dans les cahiers d’observation individuels des participants,
saisies et vérifiées dans une base de données Data fax version 2.1 puis exportées sur Excel et
analysées par le logiciel Prism version 8.0.1.

Le dosage des cellules T (CD4+, CD4+CCR7+CD45R0+ ; CD8+, CD8+CCR7+CD45R0+)
a eté fait sur le cytometre BD FORTESSA X20 et analysé avec le logiciel Flow Jo

version 10.3.0 puis sur Prism version 8.0.1.
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5. RESULTATS

Sur les 140 participants vaccinés dans le cadre de cette étude, 1’analyse de I’'immunité
cellulaire était faite chez 86 participants chez qui un prélevement veineux a été obtenu avant
et aprés la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum
NF54 atténueés par irradiation (PfSPZ) durant la saison de transmission naturelle chez les

adultes a Ouelessebougou, Mali.
5.1. Les caractéristiques de base :
5.2.1. Répartition des participants selon le sexe et le groupe de traitement :

TABLEAU I: REPARTITION DES PARTICIPANTS SELON LE SEXE ET LE GROUPE DE
TRAITEMENT.

Vaccin +
Bras 1 n=40 Bras 2 n=46 Total n (%)
Masculin n (%) 24 (60) 31 (67,39) 55 (63,95)
Féminin n (%) 16 (40) 15 (32,61) 31 (36,05)
Total n (%) 40 (100) 46 (100) 86 (100)

Dans notre étude, 63,95% des participants étaient de sexe masculin.
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5.2.2. Répartition des participants selon I’Age et le groupe de traitement :

TABLEAU I1: REPARTITION DES PARTICIPANTS SELON L’AGE ET LE GROUPE DE
TRAITEMENT.

Vaccin + Total

Bras 1 n=40 Bras 2 n=46 86
Moyenne 25,6 22,8 23,9
Min-max 18-35 18-35 18-35

L’age moyen des participants était de 23,9 ans. L’age minimum était de 18 ans et le maximum

était de 35 ans.
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5.2. Les lymphocytes T mémoires :
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FIGURE 13: LES LYMPHOCYTES T MEMOIRES AVANT LA VACCINATION DE RAPPEL
SELON LE REGIME DE VACCINATION.

Le pourcentage des lymphocytes T CD4 effecteurs mémoire (ME) était significativement plus
élevé dans le bras 1 comparé au bras 2 avant la vaccination de rappel (figure 13A), p<0,0001
tandis que les lymphocytes T CD8 effecteurs mémoire étaient comparables entre les deux bras
(figure 13B), p=0,0897.

Par contre, le pourcentage des lymphocytes T CD4 mémoires centrales (MC) était
significativement plus bas dans le bras 1 comparé au bras 2 avant la vaccination de rappel
(figure 13C), p=0,0011 tandis que les lymphocytes T CD8 mémoires centrales étaient
comparables entre les deux bras (figure 13D), p=0,7581.
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FIGURE 14: LES LYMPHOCYTES T CD4 MEMOIRES.

Le pourcentage des lymphocytes T CD4 effecteurs mémoire était significativement plus bas
apres la vaccination (figure 14A), p<0,0001 tandis que les lymphocytes T CD4 mémoires
centrales restaient similaires a leurs niveaux d’avant la vaccination de rappel (figure 14B),

p=0,1032.
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FIGURE 15: VARIATION DES NIVEAUX DE LYMPHOCYTES T CD4 MEMOIRES.

Apres la vaccination de rappel, les lymphocytes T CD4 effecteurs mémoire étaient diminués
de prés de 33% (figure 15A), p<0,0001 tandis que les lymphocytes T CD4 mémoires centrales
avaient augmenté de pres de 12% (figure 15B), p=0,0006.
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FIGURE 16: LES LYMPHOCYTES T CD8 MEMOIRES.
Le pourcentage des lymphocytes T CD8 effecteurs mémoire était significativement plus bas
apres la vaccination de rappel (figure 16A), p<0,0119 de méme les lymphocytes T CD8

mémoires centrales étaient significativement plus bas comparées a leurs niveaux d’avant la

vaccination de rappel (figure 16B), p=0,0480.
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FIGURE 17: VARIATION DES NIVEAUX DE LYMPHOCYTES T CD8 MEMOIRES.

Apres la vaccination de rappel, les lymphocytes T CD8 effecteurs mémoire étaient diminués
de prés de 18% (figure 17A), p<0,0001 tandis que les lymphocytes T CD8 mémoires centrales
avaient augmenté de pres de 39% (figure 17B), p=0,0010.
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FIGURE 18: LES LYMPHOCYTES T CD4 MEMOIRES CHEZ LES SUJETS VACCINES
SELON LE REGIME LONG (BRASL).

Aprés la vaccination de rappel, les lymphocytes T CD4 effecteurs mémoire étaient diminues
de pres de 40% (figure 18A), p<0,0001 tandis que les lymphocytes T CD4 mémoires centrales
avaient augmenté de pres de 24% (figure 18B), p<0,0001.

Brasl_CD8 ME B Brasl_CD8 MC

31
p<0.0001 p<0,0001

N
1
IS
i

Fold change
~
1

-
1

Fold change

. T

T T
Avant Aprés

Avant Apres Booster

Booster

FIGURE 19: LES LYMPHOCYTES T CD8 MEMOIRES CHEZ LES SUJETS VACCINES
SELON LE REGIME LONG (BRASL).

Aprés la vaccination de rappel, les lymphocytes T CD8 effecteurs mémoire étaient diminués
de prés de 30% (figure 19A), p<0,0001 tandis que les lymphocytes T CD8 mémoires centrales
avaient augmente de pres de 62% (figure 19B), p<0,0001.
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FIGURE 20: LES LYMPHOCYTES T CD4 MEMOIRES CHEZ LES SUJETS VACCINES
SELON LE REGIME COURT (BRAS2).

Apres la vaccination de rappel, les lymphocytes T CD4 effecteurs mémoire étaient diminués
de pres de 10% (figure 20A), p<0,4460 tandis que les lymphocytes T CD4 mémoires centrales
avaient augmente de pres de 9% (figure 20B), p<0,4460.
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FIGURE 21: LES LYMPHOCYTES T CD8 MEMOIRES CHEZ LES SUJETS VACCINES

SELON LE REGIME COURT (BRAS2).
Aprés la vaccination de rappel, les lymphocytes T CD8 effecteurs mémoire (figure 21A),
p<0,8481 étaient similaires aux lymphocytes T CD8 mémoires centrales (figure 21B),

p<0,4460.
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. COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS

Dans cette étude nous avons évalué I’effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de
sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) sur les sous

populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a Ouelessebougou, Mali.

Ouelessebougou est une zone ou la transmission du paludisme est fortement saisonniere, la
saison de transmission se déroule de juillet & décembre, avec un pic de transmission au mois
de novembre. Ce site a fait I’objet de nombreuses études portant sur 1’épidémiologie du
paludisme, D’efficacité des médicaments et ’entomologie, menées par le MRTC/DEAP.
L'équipe du MRTC/DEAP a établi un centre de santé et de recherche électrifie avec une
connexion internet.

Il existe de tres bons rapports de confiance mutuelle entre la population de ce village et

I’équipe en place.

Caractéristiques de base

Un total de 86 participants adultes en bonne santé nous ont permis de faire les travaux de cette
thése. Dans notre population d’étude, 63,95% des participants étaient de sexe masculin. Cette
prédominance masculine s’explique par le fait que certains critéres de non inclusion étaient
spécifiques aux femmes tels que décrits dans la méthodologie. Le seul critére relatif au be-
soin d’étre sous contraception fiable 21 jours avant la premiére vaccination et 3 mois aprés la
derniere dose de vaccin limitait suffisamment le recrutement des jeunes filles et femmes en
age de procreéer. Ce résultat est similaire a ceux obtenus par DEMBELE B a Doneguebougou
(80) et COULIBALY B a Sotuba (81) qui étaient de 63% et 60% respectivement pour le sexe
masculin.

L’age moyen était de 23,9 ans, ce résultat est comparable a ceux de COULIBALY B a Sotuba
(28,2ans) (81) et Jongo et al & Bagamoyo en Tanzanie (24ans)(82). Sur 1’ensemble des parti-

cipants I’dge minimum était de 18 ans et 1’Age maximum était de 34 ans.

Les lymphocytes T mémoires
Le dosage des sous populations de lymphocytes T meémoires a été fait par la cytométrie en
flux juste avant et aprés 1’administration intraveineuse de la dose de rappel chez les partici-

pants de 1’étude.
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Les lymphocytes T CD4 mémoires

L’expression des lymphocytes T CD4 effecteurs mémoire (ME) était différente selon le ré-
gime d’administration du vaccin (Bras) au début de I’étude et est significativement plus basse
chez les participants qui ont été vaccines selon le régime court (bras 2) comparée a ceux qui
ont été vaccinés selon le régime long (bras 1). Par contre nous avons trouvé que 1’expression
des lymphocytes T CD4 memoires centrales (MC) étaient significativement plus élevée chez
les mémes participants du bras 2 comparée a ceux du (Bras 1) juste avant I’administration de

la dose de rappel en début de la saison de transmission du paludisme.

Nous avons également observé une réduction de prés de 33% des lymphocytes T CD4 effec-
teurs mémoire et une augmentation de plus de 12% des lymphocytes T CD4 mémoires cen-
trales chez les participants aprés la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de

Plasmodium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ).

Enfin nous avons également observé une réduction de pres de 40% des lymphocytes T CD4
effecteurs mémoire et une augmentation de plus de 24% des lymphocytes T CD4 mémoires
centrales chez les participants vaccinés selon le régime long (Bras 1) au début de 1’étude. Cu-
rieusement nous n’avons pas de variation des lymphocytes T mémoires chez les participants

vaccineés selon régime court (Bras 2).

Les lymphocytes T CD8 mémoires
L’expression des lymphocytes T CD8 effecteurs mémoire (ME) était similaire dans les deux
bras (1 et 2).

Nous avons également observé une réduction de prés de 18% des lymphocytes T CD8 effec-
teurs a mémoire et une augmentation de plus de 39% des lymphocytes T CD8 mémoires cen-
trales chez les participants apres la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de
Plasmodium falciparum NF54 atténues par irradiation (PfSPZ).

Enfin nous avons également observé une réduction de pres de 30% des lymphocytes T CD4
effecteurs a mémoire et une augmentation de plus de 62% des lymphocytes T CD4 mémoires
centrales chez les participants vaccinés selon le régime long (Bras 1) au début de 1’étude.

Curieusement nous n’avons pas de variation des lymphocytes T mémoires chez les partici-

pants vaccinés selon le régime court (Bras 2).
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Ces résultats pourraient étre expliqué par la prévalence du paludisme durant 1’étude et par une
induction de la réponse naturelle antipaludique au début de la saison de haute transmission.

En effet suite a I'élimination d'un agent pathogene, la majorité (souvent 90 a 95%) des cellules
T effectrices meurent laissant derriére elles un compartiment hétérogéne de cellules mé-

moires.

Il'y a plus d'une décennie maintenant que le concept de mémoire systémique a été redefini par
la division des cellules mémoires circulantes en deux sous-ensembles distincts sur la base de :
leurs fonctions effectrices, leurs capacités de prolifération et de migration(65). Les
lymphocytes T centrales mémoires sont restreints aux tissus lymphoides secondaires et le
sang alors que les lymphocytes T effecteurs &8 mémoire migrent principalement entre les tissus
périphériques, le sang et la rate. A ces populations dites circulantes, vient se rajouter
récemment [’identification de lymphocytes T mémoire résiduel qui représente le
compartiment résident au niveau des tissus périphériques. Le concept d’immuno-surveillance
qui consiste a admettre que les LT naifs ou mémoires recirculentes en permanence dans
I’organisme tels des sentinelles dans 1’objectif de scanner les cellules présentatrices
d’antigenes a la recherche d’Ag spécifique doit étre repensé. Ainsi, I’immunosurveillance
pour les LT mémoires ne s’accompagne pas nécessairement par une capacité recirculatoire
permanente. En effet, un autre moyen, pour les LT mémoires, d’augmenter la probabilité de
rencontrer I’Ag en question est de rester localisé au niveau des organes lymphoides drainant «
le chemin infectieux » habituellement emprunté par le pathogéne (mode d’infection : sang,
mugqueuses, voie respiratoire, tube digestif etc...) ou la probabilité de rencontrer le méme Ag
en cas de réponse secondaire est grande. Autrement dit on pourrait désigner ce nouveau

concept « d’immuno-surveillance localisée ».

Plusieurs études montrent que la génération des LT mémoires dépend de plusieurs parametres
durant la phase initiale de différenciation. Il a été démontré que les cellules mémoires sont
destinées a circuler du sang vers les tissus périphériques drainant les ganglions lymphatiques
via la lymphe afférente, alors que les cellules T naives circulent du sang vers les ganglions

lymphatiques via les veinules endothéliales hautes (83).
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Dans un modele de souris deficiente pour CCR7, une étude montre le réle majeur de ce récep-

teur au chimiokine CCR7 dans I’entrée et le positionnement des cellules T au niveau des
NL(84)(85).

En 1999, Sallusto et al ont été les premiers a distinguer dans le sang périphérique chez
I’homme, différentes populations de cellules T mémoires en se basant sur 1’expression de
CCRY7 et CD62L (65). En effet les TEM représentent un compartiment de cellules ayant ren-
contré I’Ag (expérimentées) qui peuvent entrer dans les tissus périphériques pour médier des
réactions inflammatoires afin de contenir rapidement 1’infection.

De I’autre cOté, les TCM représentent une population expérimentée qui migre a travers les

organes lymphoides secondaires.

Suite a une restimulation antigénique, ces TCM peuvent efficacement stimuler des DC, des
LB et générer une nouvelle vague de LT effecteurs. D’autre part, la proportion de TEM et
TCM dans le sang humain varie au sein des compartiments de LT CD4 et CD8. En effet, une
étude de James J Campbell et al, a montré que les TCM sont enrichis en LT CD4 alors que les
TEM le sont enrichis LT CD8. Elle a également montre que la distribution des TCM et TEM
est aussi dépendante du tissu. En effet, les auteurs ont montré que les amygdales et les
ganglions lymphatiques sont enrichis en TCM alors que des organes tels que le poumon, le

foie et I’intestin contiennent une plus forte proportion de TEM (86).

Pris ensemble, nos résultats suggerent globalement que la vaccination de rappel avec le vaccin
de sporozoites de Plasmodium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) est associée
a une réduction des lymphocytes T effecteurs mémoire et a une augmentation des lympho-
cytes T mémoires centrales. Plus spécifiquement la réduction de lymphocytes TEM et
I’augmentation des lymphocytes TCM aussi bien dans les CD4+ que dans les CD8+ était ob-
servés seulement chez les participants vaccinés selon le régime long (Bras 1) au début de

I’étude.
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS :

7.1. Conclusion :
Nos résultats indiquent que la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmo-
dium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) durant la saison de transmission natu-
relle n’a d’effet sur les sous populations des lymphocytes T mémoires que lorsqu’il est admi-

nistré apres une série de vaccination selon le régime long.

7.2. Recommandations :

Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes :

- Faire plus d’essais clinique sur le candidat vaccin PfSPZ.

- Renforcer les capacités du laboratoire d’immunologic du MRTC/DEAP pour permettre de
tester des panels supplémentaires pour évaluer d’autres populations cellulaires telles que les
lymphocytes B et les lymphocytes T fonctionnels).

- Sensibiliser les populations tout en les encourageant a participer massivement aux études de

recherche pour aider a faciliter 1’éradication de ce fléau que constitue le paludisme.
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. ANNEXE

Mode opératoire d’immuno-marquage et étude des réponses cellulaires

Elle consistait a effectuer en ex vivo, I’'immuno-marquage du sang total par des anticorps
fluorescents (anti- CD3-Alexa700, anti-CD8- APC H7, anti-CD4-V500, anti gd TCR-PE,
anti-CD27-PE-Cy7, anti-CD45R0-BV421, anti-Vd2-FITC, anti-CD45-BV785, anti-HLADR-
BV650, anti-CD19-Indo-1 (BV495), anti-CD21-BV395, anti-CD38-PerCP-Cy5.5 et anti-
CCR7-Alexa Fluor 647) avant et apres la vaccination de rappel selon la procédure ci-dessous.

Matériels :

FACS tube(5ml)

Pipettes de 2 ul, 20ul et 200 pl
Pipette sérologique : 10 ml
Centrifugeuse

Vortex

Minuteries

Tubes corning 50ml

Réactifs :

Phosphate buffered saline (PBS),
Lysis solution

Eau distillée
Anticorps-CD3/Alexa700
Anticorps-CD8/APCH7
Anticorps-CD4/V500
Anticorps-gdTCR/PE
Anticorps-CD27/PE-Cy7
Anticoprs-CD45R0O/BV421
Anticorps-Vd2/FITC
Anticorps-CD45/BV785
Anticorps-HLADR/BV650
Anticorps-CD19-/ndo-1 (BV495)
Anticorps-CD21/BV395
Anticorps-CD38/PerCP-Cy5.5
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Anticorps-CCR7/Alexa Fluor 647

Procédure :

Mettre 200l de sang total dans le FACS tube.

Ajouter 1 pl des anticorps de surface (anti- CD3-Alexa700, anti-CD8- APC H7, anti-CD4-
V500, anti gd TCR-PE, anti-CD27-PE-Cy7, anti-CD45R0O-BV421, anti-Vd2-FITC, anti-
CD45-BV785, anti-HLADR-BV650, anti-CD19-Indo-1 (BV495), anti-CD21-BV395, anti-
CD38-PerCP-Cy5.5 et anti-CCR7-Alexa Fluor 647), et agiter.

Incuber a la température ambiante en absence de la lumiere pendant 20mn.

Laver avec 2ml de PBS, centrifuger a X tours pendant 5mn puis enlever le surnageant.
Ajouter 0,5ml de 1X BD Facs lysis solution dans chaque tube, puis vortexer.

Incuber dans 1’obscurité a température ambiante pendant 15mn.

Laver avec 2ml de PBS, centrifuger a X tours pendant 5mn et enlever le surnageant
Laver avec 2ml de PBS. Centrifuger a X tours pendant 5mn et enlever le surnageant.
Resuspendre les cellules dans 300ul de 2% de Paraformaldéhyde.

Stocker dans 4 °C jusqu'au moment de I’utilisation au FORTESSA

Préparation des tubes de compensation

Préparer les tubes.

Ajouter une goutte de beads de compensation (One Compbeads) dans chaque FACS tube.
Ajouter la méme quantité d’anticorps utilisée dans les échantillons.

Incuber pendant 15mn a la température ambiante en 1’absence de la lumiére.

Laver avec 1 ml de PBS, centrifugé a X tours pendant 5mn. Enlever le surnageant.
Ajouter 300ul de PBS dans chaque tube et agiter.

Stocker dans 4° C jusqu'au moment de I'utilisation au cytométre BD FORTESSA.

BD LSR FORTESSA X20 :
Matériels et réactifs :

Facs tubes

Beads de controles

Solution d’eau d’ionisée
Solution ringage (rinse)
Solution de lavage (clean)
Solution de fluide (sheath fluid)
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Procédure :

Controler la solution fluide, le liquide intermédiaire et le réservoir de déchets.
Allumer la machine BD-Fortessa et attendre les lasers s’échauffer pendant 30minutes.
Ajouter une goutte de beads dans 350ul de la solution fluide dans un FACS tube.
Vortexer bien et passer le controle.

Passer les compensations en tenant compte des voltages.

Associer le fluorochrome et anticorps correspondant.

Passer les échantillons en tenant compte des voltages.

Exporter les données sur le disque dur.

Passer clean pendant 11minutes.

Passer rinse pendant 11minutes

Passer I’eau pendant 11minutes.

Mettre 1’appareil en stand-by.

Eteindre et couvrir I’appareil.

Remplir le cahier d’utilisateur.
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transmission du paludisme est un outil valable attendu dans la lutte et le contrdle du
paludisme. Nous avons mené un essai randomise, double aveugle, contrélé par placebo pour
évaluer I’effet de la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de Plasmodium
falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) durant la saison de transmission naturelle
sur les sous populations des lymphocytes T mémoires chez les adultes a Ouelessebougou,
Mali. Au total, I’étude portait sur 86 participants agés de 18-35 ans chez qui un prélévement
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Avril 2020. Aprés la vaccination de rappel, les lymphocytes T CD4 effecteurs a mémoire
(définit comme CD4+CCR7-CD45R0+) étaient diminués de pres de 40%, p<0,0001 tandis
que les lymphocytes T CD4 mémoires centrales (définit comme CD4+CCR7+CD45R0+)
avaient augmenté de prés de 24%, p<0,0001. De méme, les lymphocytes T CD8 effecteurs a
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tandis que les lymphocytes T CD8 mémoires centrales (définit comme
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vaccinés selon le régime long.
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Chez les participants vaccinés selon le régime court, aprés la vaccination de rappel, les
lymphocytes T CD4 effecteurs & mémoire étaient diminués de prés de 10%, p<0,4460 tandis
que les lymphocytes T CD4 mémoires centrales avaient augmenté de pres de 9%, p<0,4460.
De méme, les lymphocytes T CD8 effecteurs a mémoire étaient diminues de prés de 1%,
p<0,8481 tandis que les lymphocytes T CD8 mémoires centrales avaient augmenté de pres de
5%, p<0,4460. En conclusion, la vaccination de rappel avec le vaccin de sporozoites de
Plasmodium falciparum NF54 atténués par irradiation (PfSPZ) durant la saison de
transmission naturelle n’a d’effet sur les sous populations des lymphocytes T mémoires que

lorsqu’il est administré apres une série de vaccination selon le régime long.

Mots clés : Paludisme, Sporozoite, Plasmodium falciparum, lymphocytes T mémoires,
PfSPZ.
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malaria is a valuable tool expected in the fight and control of malaria. We conducted a
randomized, double-blind, placebo-controlled trial to evaluate the effect of booster
vaccination with radiation-attenuated Plasmodium falciparum sporozoites NF54 vaccine
(PfSPZ) during the natural transmission season on subpopulations of Memory T lymphocytes
in adults in Ouelessebougou, Mali. In total, the study involved 86 participants aged 18-35
years from whom a venous sample was obtained before and after the booster vaccination
during the period from April 2018 to April 2020. After the booster vaccination, memory
effector CD4 T cells (defined as CD4 + CCR7-CD45R0O +) were reduced by nearly 40%, p
<0.0001 while central memory CD4 T cells (defined as CD4 + CCR7 + CD45R0O +) were
increased by almost 24%, p <0.0001. Likewise, memory effector CD8 T cells (defined as
CD8 + CCR7-CD45R0 +) were reduced by nearly 30%, p <0.0001 while central memory
CD8 T cells (defined as CD8 + CCR7 + CD45R0 +) had increased by nearly 62%, p <0.0001

in participants vaccinated on the long regimen.
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In participants vaccinated on the short regimen, after booster vaccination, effector memory
CD4 T cells were decreased by nearly 10%, p <0.4460 while central memory CD4 T cells
were increased by nearly 9%, p <0.4460. Likewise, effector memory CD8 T cells were
decreased by nearly 1%, p <0.8481 while central memory CD8 T cells were increased by
nearly 5%, p <0.4460. In conclusion, booster vaccination with radiation attenuated
Plasmodium falciparum sporozoites NF54 (PfSPZ) vaccine during the natural transmission
season has no effect on memory T cell subpopulations until it is administered. after a series of

vaccination according to the long regimen.
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