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Résumé

L’infection palustre par Plasmodium falciparum est une infection parasitaire des zones
intertropicales, responsable de centaines de milliers de morts par an principalement chez les
enfants de moins de cing ans. Le paludisme constitue également un probleme en France par
I’importation de cas chez le voyageur de retour de zone d’endémie. L’infection a Plasmodium
falciparum dans cette population, considérée comme a risque de développer les formes graves
de la maladie, peut se présenter sous différentes formes cliniques plus ou moins associées au
risque de mortalité. Méme si certains facteurs de risque de gravité tels que 1’age et ’immunité
ont été identifiés, peu de données existent sur cette interaction complexe hote-parasite dans le
paludisme d’importation. L’objectif de ces travaux de these repose sur I’analyse des facteurs
d’hote et des facteurs parasitaires intervenant dans le paludisme d’importation.

A travers le réseau de surveillance du centre national de référence du paludisme en France
métropolitaine, 1’ensemble des données démographiques, épidémiologiques, cliniques et
biologiques des cas de paludisme d’importation, notifiés entre 2011 et 2015, ont été collectées
ainsi que les échantillons ayant servis au diagnostic. Aprés expertise diagnostique, le dosage
des antipaludéens, la quantification d’HRP2 ainsi que pour la sérologie anti-palustre ont été
réalisés a partir du plasma. L’ ARN extrait par le TRIZOL® a partir du culot globulaire a été
utilisé pour I’étude de I’expression des genes var et des domaines cassettes (DC) par qRT-
PCR. Le culot de globules rouges parasités a été mis en culture pour la maturation des formes
parasitaires en vue de 1’étude du phénotype de cytoadhérence sur les récepteurs solubles
CD36, ICAM-1, EPCR et du phénomene de rosetting . L’ensemble de ces études a été réalisé
sur une population de patients groupée en migrants de premiere génération, migrants de
deuxiéme génération et voyageurs/expatriés et dont la présentation clinique du paludisme
d’importation a été classée en paludisme « trés grave », paludisme « grave » et paludisme

« simple ».



L’age ¢élevé, I'origine ethnique, la profondeur de la thrombopénie et ’absence d’antécédents
de paludisme ont été identifiés comme des facteurs de risque associés a la survenue d’un
acces palustre «tres grave », caractérisé pour une biomasse parasitaire séquestrée élevée.
L’effet de la pré-exposition au parasite, reflété par le statut sérologique des patients, semble
étre a Iorigine de la présentation clinique de la maladie en limitant notamment la biomasse
parasitaire séquestrée. L’étude de ’expression des génes var et des DC réalisée en fonction de
la présentation clinique, de ’origine ethnique et du statut sérologique des patients, a révélé
une surexpression du groupe de génes var A et B ainsi que de DC4, DC8 et DC13 dans le
paludisme « grave » et « trés grave » d’importation. L’étude du phénotype de cytoadhérence
et du rosetting a identifié le rosetting comme le phénotype d’adhérence a 1’origine de 1’accés
palustre « trés grave ». Le profil d’expression des génes var et DC a confirmé les observations
antérieures et corréle le phénotype de rosetting a I’expression de DC4 et DCS8.

Ces résultats, obtenus dans le cadre du paludisme d’importation, sont en accord avec les
données issues des études menées chez les enfants en zone d’endémie et apportent des
précisions sur les interactions héte-parasite lors du paludisme grave, en émettant notamment
I’hypothése d’une protection a long terme chez les voyageurs déja exposés au paludisme, qui
limiterait la séquestration parasitaire. L’expression des génes des groupes A, B, DC4, DC8 et
DC13 au sein de cette population hétérogéne de patients dans le paludisme « trés grave »
d’importation confirme 1’expression de ces genes dans cette population a risque ce qui laisse
suggerer une expression non aléatoire des génes var et DC. Enfin, le rosetting est également
retrouvé comme un facteur de risque de paludisme «trés grave » d’importation, ce qui
témoigne d’une similitude des mécanismes physiopathologiques de 1’acces grave, quelque soit
la population infectée. Le paludisme d’importation présente de nombreuses similitudes avec
le paludisme grave en zone d’endémie, ce qui peut constituer une population d’étude

intéressante en complément des populations en zone d’endémie.
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INTRODUCTION



Le paludisme, troisieme fléau infectieux, est une infection parasitaire a transmission
vectorielle de répartition mondiale qui sévit principalement en zone intertropicale. Cing
espéces de plasmodium sont impliquées en pathologie humaine : Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi mais
c’est essentiellement I’infection par Plasmodium falciparum qui est potentiellement mortelle
pour ’homme. En 2013, 198 millions de cas de paludisme ont été estimés dans le monde
(80% en Afrique subsaharienne) associés a environ 584.000 déces dont 90% observés en
Afrique subsaharienne [1]. En zone d’endémie, contrairement aux adultes, ce sont
principalement les enfants de moins de 5 ans, les femmes enceintes et les personnes agées,
non immunisés contre les formes graves de I’infection a Plasmodium falciparum, qui sont les
plus durement touchés avec un taux de mortalité¢ ¢€levé pouvant aller jusqu’a 20% dans
certaines régions [1].

Le processus physiopathologique, a 1’origine d’un accés palustre grave a Plasmodium
falciparum, repose sur la séquestration des globules rouges parasités dans la microcirculation
des veinules post-capillaires. Cette sequestration, indispensable au parasite pour échapper a la
clairance splénique, résulte de I’interaction entre une protéine parasitaire exportée a la surface
des globules rouges parasités, appelée Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein
1 (PfEMP1), de composition variable, et divers récepteurs situés a la surface des cellules
endothéliales, des globules rouges et des plaquettes de I’hote. Cette interaction a pour
conséquence la fixation des globules rouges parasités aux cellules de 1’hote provoquant une
obstruction progressive des capillaires associée a une réduction du flux sanguin dans
différents organes dont le systéeme nerveux central, a I’origine du tableau de neuropaludisme,
forme clinique majeure de I’acces palustre grave chez les populations de patients a risque.

La synthese de cette protéine parasitaire PfEMP1, considérée comme un facteur de virulence

de Plasmodium falciparum, est liée a I’expression d’une famille de génes, appelés les génes
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var. Cette famille d’environ 60 génes, de séquences hypervariables et répartie sur ’ensemble
du genome de Plasmodium falciparum, code pour ces protéines transmembranaires selon un
principe d’exclusion allélique mutuelle qui permet au parasite de n’exposer qu’un seul type de
PfEMP1 aux stades matures. La tres forte variabilité de cette famille de génes, issue de
fréquentes recombinaisons notamment au niveau des régions subtélomériques
chromosomiques, est responsable de modifications de la séquence protéique de PfEMP1
permettant au parasite d’échapper au systéme immunitaire de 1’hdte mais aussi de faire varier
son phénotype d’adhérence vis-a-vis des récepteurs cellulaires de 1’hote. Malgré une
mosaique de séquences génomiques et protéiques dans une population de parasites donnée, les
genes var et PFEMPL1 ont pu étre classés respectivement en différents groupes A, B, C, Varl,
Var2, Var3 et en domaines cassettes (DC), en fonction de leur similitude de séquences et de
leur organisation. L’expression de ces différents groupes de génes var ou séquences
proteiques spécifiques serait corrélée a un contexte clinique donné mais les divers résultats
générés peuvent étre contradictoires selon les études menées.

Avec I’augmentation des échanges internationaux et du tourisme entre pays développés et en
voie de développement [2], le nombre d’accés palustre a Plasmodium falciparum devant étre
pris en charge dans ces pays non endémiques augmente et est a I’origine de problémes
diagnostiques et thérapeutiques [3]. Avec plus de 4100 cas de paludisme estimés en 2013 [4],
la France demeure le pays européen non endémique le plus touché par le paludisme
d’importation. La population de patients rencontrée dans ce contexte de paludisme
d’importation est extrémement hétérogéne, composée d’adultes et d’enfants, de voyageurs
originaires de France ou de zones d’endémie, d’africains et de caucasiens essentiellement.
Des facteurs de risque de paludisme grave ont été identifiés dans ce contexte d’importation
chez ces groupes de patients mais les résultats restent variables selon les études du fait de la

population choisie [5]-[7]. Ainsi, cette population de patients présentant des caractéristiques
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épidémiologiques, démographiques, cliniques et biologiques trés différentes rend son étude
trés complexe et difficilement comparable aux données obtenues en zone d’endémie dans des
populations différentes.

Les travaux réalisés et présentés s’inscrivent dans ce contexte de paludisme d’importation et
ont pour objectifs d’identifier les facteurs de risque de développer un acces palustre grave par
I’étude des données épidémiologiques, cliniques et biologiques des patients ayant présenté un
acceés grave comparativement aux patients avec un acces palustre simple a Plasmodium
falciparum. L’étude de 1’expression des génes var et I’exploration du phénotype de
cytoadhérence des isolats ont été réalisees pour approcher les mécanismes
physiopathologiques mis en jeu lors de I’interaction hote-parasite dans un contexte de

paludisme d’importation.
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Chapitre 1 : Revues bibliographigues

l. Le paludisme : généralités
1. L’agent pathogéne : Plasmodium spp.

a. Historique

Le paludisme ou malaria en anglais, tire son nom du latin palus qui signifie « marais » et du
mot d’origine italienne mal’aria évoquant « le mauvais air », cause présumée a 1’époque de
I’apparition de la maladie. Cette pathologie infecticuse, responsable de «la fievre
intermittente », sévissait déja a I’époque de la Rome antique et n’avait pas d’agent étiologique
connu. Néanmoins, la malaria était déja fortement associée a des facteurs environnementaux
comme la présence de marais et d’eau stagnante [8]. Ce ne fut qu’en 1878 a Bone en Algérie,
que le médecin militaire Alphonse Laveran mis en évidence dans le sang d’un malade
impaludé la présence de corps en croissant pigmenté qu’il qualifia comme agent parasite
responsable du paludisme. Deux ans plus tard a Constantine, le 6 novembre 1880, Alphonse
Laveran confirma sa précedente découverte en visualisant une exflagellation de gamétocytes
de Plasmodium falciparum [8], [9]. En 1884, Alphonse Laveran émit également I’hypothése
de la présence du parasite chez les moustiques, agents vecteurs de la maladie, mais celle-ci ne
fut confirmée qu’en 1894 par Ronald Ross et Patrick Manson. La méme année, suite aux
travaux initiés par Laveran et grace aux progrés techniques, Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax et Plasmodium malariae étaient déja décrits. Pour la rédaction du traité sur
le paludisme et pour I’ensemble de ses travaux, Laveran recoit le prix Nobel de physiologie et

de médecine en 1907 (figure 1).
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Figure 1 : Planche illustrée de I’hématozoaire responsable du paludisme réalisée par
Alphonse Laveran [10].
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b. Phylogénie et principales espéces retrouvées chez I’homme

Plasmodium spp. est un genre appartenant a I’embranchement des Apicomplexa composé
d’organismes unicellulaires eucaryotes, parasites intracellulaires obligatoires. Ces parasites,
dépourvus de flagelles, sauf a un certain stade de la reproduction sexuée, sont a locomotion
réduite. Lors de son développement, le génome de plasmodium alterne entre un état haploide

et un état diploide.

Il existe de nombreuses especes de Plasmodium spp. qui sont parasites de mammiferes mais
seules 5 especes sont incriminées en pathologie humaine : Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi. Ces
especes différent principalement par la répartition géographique de leurs zones d’endémie,
leurs caractéristiques morphologiques et la durée de leur phase de schizogonie exo-
érythrocytaire et intra-erythrocytaire (48 heures pour Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax et Plasmodium ovale, 72 heures pour Plasmodium malariae et 24 heures pour
Plasmodium knowlesi). Dans la suite de ce travail, nous ne nous intéresserons qu’a 1’espéce

Plasmodium falciparum.

c. Cycle parasitaire de Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum possede un cycle hétéroxéne faisant intervenir 2 hétes (figure 2) : (1)
I’hote définitif, ou s’effectue la reproduction sexuée, est un moustique femelle hématophage
du genre Anopheles dont 25 especes parmi plus de 400 sont connues pour étre de bons
vecteurs du paludisme et (2) I’hdte intermédiaire, ou s’effectue la reproduction asexuée, est
représenté par ’homme. L’homme est contaminé en zone d’endémie lors du repas sanguin
d’un anophele femelle inoculant & partir de ses glandes salivaires des millions de sporozoites
mobiles et infectants. Les sporozoites sont déversés au site de la piqure et restent quelques
minutes dans la peau avant de passer dans la circulation lymphatico-sanguine pour rejoindre

les hépatocytes de 1’hdte et les envahir pour s’y multiplier [11]. Un sporozoite peut donner,
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apres une multiplication intense, de 10.000 a 30.000 mérozoites en quelques jours (6 a 8
jours) [11]. Apres maturation et formation de schizontes intra-hépatiques, I’hépatocyte se
rompt et libere ces nouvelles formes mérozoites qui gagnent la circulation sanguine. Cette
phase de migration des sporozoites du site d’inoculation a 1’hépatocyte et le développement
hépatique dite « phase hépatique pré-patente ou exo-érythrocytaire» sont cliniquement

silencieux et durent environ 7 a 12 jours pour Plasmodium falciparum.

La phase sanguine dite « phase intra-érythrocytaire » correspond a la phase clinique de
I’infection. Cette phase suit la phase hépatique parasitaire et débute lors de la libération des
mérozoites intra-hépatiques dans la circulation sanguine. Ces formes parasitaires, apres avoir
pénétrées dans le globule rouge, se différencient en trophozoites et se multiplient par
reproduction asexuée (schizogonie) pour se transformer en schizonte. A maturité, la
membrane du globule rouge parasité par un schizonte mdr se rompt et 16 a 24 mérozoites
filles sont libérés perpétuant ainsi le cycle intra-érythrocytaire. Lors de ce développement
intra-érythrocytaire par mitoses successives, le parasite se nourrit du contenu du globule
rouge, modifie la paroi de celui-ci en y insérant des protéines parasitaires et détoxifie les
produits de dégradation de 1’hémoglobine telle que I’héme sous forme de cristaux inertes
appelés hémozoine [11]. Ce cycle asexué est de 48 heures pour Plasmodium falciparum et les
différentes formes parasitaires constituant ce cycle peuvent étre détectées par microscopie lors
du diagnostic parasitologique. Sous I’effet d’un stress ou d’autres stimuli, une partie des
formes trophozoites asexuées peut se différencier en gamétocytes male et femelle qui sont les
formes sexuées non réplicatives du parasite, ¢liminées passivement au cours de I’infection au
niveau du filtre de la rate si elles ne sont pas prélevées par le vecteur. Cette gaméetocytogénese
se produit tardivement, entre le 7°™ et le 10°™ jour aprés le début de la phase intra-
érythrocytaire [11]. Ces formes circulantes, ingérées par le moustique femelle vecteur lors

d’un futur repas sanguin chez un hote infecté, vont initier une reproduction sexuée en se
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différenciant en gametes males et femelles dans la cavité abdominale du moustique pour
ensuite fusionner et donner naissance a un ookinete. Cet ceuf libre et mobile quittera la
lumiére du tube digestif du moustique pour se fixer sur la paroi externe de 1’estomac et se
transformer en oocyste. La centaine de sporozoites produits a I’intérieur de 1’oocyste

migreront jusqu’aux glandes salivaires de 1’anophele pour étre libérés lors d’un prochain

repas sanguin.
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Figure 2 : Cycle parasitaire de Plasmodium falciparum [11].

2. Epidémiologie du paludisme

a. Epidémiologie mondiale

Le paludisme représente la premiere maladie parasitaire mondiale et le troisiéme fléau
mondial aprés I’infection par le VIH et la tuberculose (Figure 3). Il se répartit sur toute la
zone intertropicale découpée en trois principales zones de forte transmission : I’ Afrique

subsaharienne, 1’Asie du Sud-Est et ’Amérique du Sud. Selon les derni¢res données de
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I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) [1], 3.3 milliards de personnes, répartis sur 97
pays, restent encore exposer au risque du paludisme en 2013. Méme si de gros efforts ont déja
été réalisés pour faire reculer cette infection, objectivés par une diminution de la transmission
et du nombre de cas et de déces dans certaines régions, 198 millions de cas de paludisme
(124-283 millions) ont encore été estimés en 2013 (-40% de cas en 10 ans) dont 80% se
déclarent en Afrique subsaharienne. Le nombre de morts associés sur cette méme année est
estimé a 584.000 décés (367.000-755.000 déceés) dont 90% se localisent en Afrique
subsaharienne et sont principalement dus a I’infection par Plasmodium falciparum. En zone
d’endémie, ce sont les personnes fragilisées comme les enfants de moins de 5 ans, les femmes
enceintes et les personnes agées qui sont le plus durement atteints et chez lesquels la mortalité

est la plus élevée.

Country phase
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| Elimination
Pre-elimination
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Figure 3 : Répartition mondiale de I’infection a Plasmodium spp.[12].
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b. Epidémiologie du paludisme d’importation en France métropolitaine

L’augmentation des échanges touristiques et commerciaux entre les pays d’endémie palustre
et les régions non endémiques expose désormais ces derniéres au risque du paludisme par
I’importation de cas. Environ 125 millions de voyageurs internationaux sont soumis chaque
année au risque d’infection par Plasmodium spp. en visitant ces régions endémiques et cette
exposition serait a 1’origine de 10.000 déclarations d’acces palustre en zone non endémique

encore appelés cas de paludisme d’importation [2].

De part son histoire récente d’empire colonial et un partage de la langue francaise avec des
pays en zone d’endémie, il existe encore d’étroites relations €conomiques et un flux
migratoire important entre la France et certains pays d’Afrique subsaharienne ou d’Asie du
Sud-Est. Cet environnement fait donc de la France un pays tout particulierement a risque
d’importation de cas de paludisme. En 2013, le centre national de référence du paludisme
(CNR) a recensé, a travers son réseau national, 2.171 cas notifiés de paludisme d’importation
en France Métropolitaine ce qui permet d’estimer a environ 4.100 cas le nombre total d’acces
palustre pour cette méme année [4] faisant de la France le premier pays touché en Europe par
le paludisme. Comme ce qui a pu étre décrit dans les autres pays non endémiques [13], [14],
la majorité des cas sont importés d’Afrique subsaharienne (96%) et sont dus essentiellement a
Plasmodium falciparum (88%) [4]. Les formes graves de paludisme répertoriees en 2013
représentaient 12% des cas notifiés soit 267 formes graves. Le taux de mortalité est d’environ

0.46% pour ’ensemble des cas déclarés et de 3.7 % pour les cas graves [4].

La population concernée par le paludisme d’importation est hétérogéne, composée de sujets
d’origine africaine migrants de premicre génération et de deuxieme génération nés en France
de parents migrants, de voyageurs originaires de zones d’endémie et de voyageurs
occidentaux, adultes ou enfants, tous considérés comme particulierement a risque. En effet,

les voyageurs et les expatriés originaires de zones non endémiques sont considérés comme
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« naifs » vis-a-vis du parasite et donc susceptibles de présenter une forme clinique grave
d’infection a Plasmodium falciparum. Les migrants de premiere génération, les plus
majoritairement retrouvés dans le cadre du paludisme d’importation [4], [13], [14], ayant déja
vécus en zone d’endémiec et ayant déja été infectés antérieurement par Plasmodium
falciparum, ne conservent cependant pas leur statut immunologique de « semi-immun » en
zone non endémique. La diminution de I’immunité 6 mois a 1 an apres le départ de la zone de
transmission palustre peut exposer les migrants au méme risque de paludisme grave que les
voyageurs [15]. De plus, la mauvaise compréhension du risque encouru par ces populations de
migrants, reflétée par le non respect des recommandations prophylactiques, telles que
I’absence de prise ou une prise irréguliére d’un traitement chimioprophylactique, augmente le

risque d’un acces palustre au retour d’une zone d’endémie [13], [14], [16]-[18].

3. Les différentes formes cliniques de I’accés palustre

a. Acces palustre grave

i.  Définition de I’acces palustre grave selon ’OMS (score OMS)
La gravité de I’infection a Plasmodium falciparum est associée a un taux de mortalité éleve
chez certaines populations considérées a risque comme les enfants, les personnes agées, les
voyageurs/expatriés ou toutes personnes ayant sejourné en zone d’endémie palustre sans
chimioprophylaxie [17], [18], incitant I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a établir un
score de gravité basé sur un ensemble de critéres cliniques et biologiques. Chez un patient
infecté, I’objectif de ce score est d’alerter les cliniciens, suite & une évaluation simple, de la
survenue potentielle d’un acces palustre grave défini par I’association de formes asexuées
circulantes de Plasmodium falciparum et d’au moins I'un de ces critéres cliniques et/ou
biologiques. Un premier score de gravité de I’OMS publié¢ en 1990 [19] établissait une liste de
critéres cliniques et biologiques classés en majeurs ou mineurs dans la survenue d’un acces

grave. Cette classification fut par la suite révisée en 2000 [20] faisant la distinction entre
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I’acces palustre grave rencontré chez 1’adulte et chez ’enfant. De plus, une valeur pronostique
et une estimation de la fréquence (+ & +++) ont été déterminées pour chaque critere clinique et
biologique de ce score [21]. L’ensemble de ces criteres est présenté dans le tableau 1 et le

tableau 2 respectivement pour 1’adulte et pour I’enfant.

Tableau 1 : Critéres de gravité cliniques et biologiques dans I’accés palustre grave chez

I’adulte selon la définition de ’OMS révisée en 2000 [20], [21].

Pronostic  Critéres cliniques ou biologiques Fréquence

(7 Prostration : en régle, extréme faiblesse 4+

+ Troubles de la conscience : score de Glasgow ++
modifié” < 10

4+ DDétresse respiratoire : définition clinique +
seulement chez I"enfant

++ Convulsions répétées : au moins 2 par 24 h +

4+ Etat de choc : pression artérielle systolique +

<80 mmHg en présence de signes périphériques
d’insuffisance circulatoire

-+ (Edéme pulmonaire (radiologique) : anomalies +
précisées chez |'enfant

++ Saignement anormal : définition purement +
clinique

+ Ictére : clinique ou bilirubine totale = 50 pmol/l —++

+ Hémoglobinurie macroscopigue +

+ Anémie profonde : hémoglobine <35 g/dl, +
hématocrite < 15 %

+++ Hypoglycémie : glycémie < 2.2 mmol/l ++

4+ Acidose : pH < 7.35 ou bicarbonates < 15 mmol/1 ++

+++ Hyperlactatémie : lactates veineux plasmatiques ++
=5 mmol/l

++ Hyperparasitémie : notamment parasitémie = 4 % +

chez le non immun
4+ Insuffisance rénale : créatininémie 4+
=265 pmol/l + diurése <400 ml/

% Pas de données disponibles.
P Le score de Glasgow modifié maximal est de 14 au lieu de 15 par suppression
de I'item « réponse motrice non orientée a la douleur ».
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Tableau 2 : Critéres de gravité cliniques et biologiques de I’accés palustre grave chez
I’enfant selon la définition de ’OMS de 2000 [20], [21].

Critéres Fréquence Waleur
pronostique

Clinigues

- Coma (score de Glasgow® < 11) 44+ -+
- Troubles de conscience® (score de Glasgow 44+ -+
<15et>10)
- Convulsions répétéesb (= 1/24 heures) +++ +
- Prostration® +++ +
- Syndrome de détresse respiratoire® (battement +++ +++
continu des ailes du nez, dépression
inspiratoire franche de la base du thorax,
dyspnée d acidose de Kiissmaul)
- Ictere® + ++
- Défaillance cardiocirculatoire + +++
(PAS <60 mmHg avant 5 ans,
PAS < B0 mmHg aprés 3 ans, signes
d’insuffisance circulatoire périphérique)
- Saignement anormal® +— +++
- (Edéme pulmonaire (radiologique : majoration +— +++
des structures interstitielles. syndrome
interstitiel périhilaire, images alvéolaires avec
bronchogramme aérien, images en aile de
papillon, lignes de Kerley B avec on sans
épanchement pleural)”
- Hémoglobinurie macroscopigque +— +
Biologigues
- Hypoglycémie (< 2.2 mmol/l) +++ +++
- Acidose métabolique” (bicarbonates +++ +++
plasmatiques < 15 mmol/L ou excés de base
< —10, acidémie : pH <7.,35)
- Anémie grﬂveh (Hb <5 g/dl ou Ht < 15 %) +++ +
- Hyperlactatémie (=5 mmol/T) ++ -+
- Hyperparasitémie (> 4 % chez le sujet non + +—

immun, ou = 20 % chez le sujet semi- immun)

- Insuffisance rénale” (diurése + 4+
< 12 mlfkg/24 heures ou créatininémie élevée
pour 'age)

4 Score de Glasgow (3-15).
P Critéres ajoutés ou modifiés en 2000.
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ii.  Facteurs de gravité dans le contexte de paludisme d’importation

Méme si la mise en place de ce score de gravité de ’OMS a permis d’améliorer la prise en
charge des cas de paludisme, en zone d’endémie notamment, le choix de ces criteres cliniques
et biologiques présente néanmoins des limites. La non-spécificité de certains parametres
cliniques et biologiques, communs a d’autres infections communautaires des régions
endémiques et non endémiques palustres, peut étre a ’origine d’erreurs diagnostiques ou
d’une minimisation de I’atteinte si on est en présence d’une coinfection bactérienne [22]. De
plus, la plupart de ces marqueurs clinico-biologiques de gravité ont été évalués lors d’études
menées sur des populations vivant en zones d’endémie et exposées en continue au parasite. La
transposition de ce score de gravité de ’OMS dans un contexte de paludisme grave
d’importation est donc a prendre avec précaution, posant la question de la nécessité¢ de
redéfinir avec précision 1’acces palustre grave en dehors de zones d’endémie pour optimiser la
prise en charge des patients et améliorer les critéres d’inclusion lors d’études cliniques [21],

[22].

De tres nombreuses études cliniques et épidémiologiques ont ainsi été realisées sur des
cohortes de patients diagnostiqués pour une infection par Plasmodium falciparum dans le
cadre du paludisme d’importation [5]-[7] ou plus spécifiquement sur des populations de
patients hospitalisés dans des unités de soins intensifs [23]-[27]. L’objectif de ces études était
de pouvoir identifier des facteurs de risque de 1’accés palustre grave ou des signes cliniques
et/ou biologiques associés a la mortalité. Malgré des schémas d’études et des populations
différentes, certains facteurs semblent néanmoins fréquemment impliqués dans la survenue
d’un acces grave tel que 1’age du patient [5]-[7], [23], les patients non originaires d’une zone
d’endémie [5]-[7], [25], [27], ’absence de chimioprophylaxie [6], [17], [18], I’allongement
du délai de prise en charge [6], [7] ou la zone d’endémie visitée [6], [7]. D’autres facteurs

sont fortement associés au décés du patient comme une atteinte neurologique [23]-[27], une
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acidose métabolique [23], [25]-[27], un cedéme pulmonaire [24], [26], [27] et une forte

parasitémie [5], [23], [25] lors de la prise en charge.

iii.  Atteinte neurologique ou neuropaludisme (accés pernicieux)

Le neuropaludisme ou « acces pernicieux » regroupe toutes les manifestations neurologiques
qui font suite a une atteinte du systéme nerveux central lors d’un acces palustre. Cette forme
clinique est principalement rencontrée chez les patients considérés comme non immuns vis-a-
vis du parasite c'est-a-dire les enfants de moins de 5 ans en zone d’endémie mais également
les voyageurs/expatriés adultes et enfants dans le cadre du paludisme d’importation [28]. Le
neuropaludisme se caractérise par I’apparition progressive de troubles de la conscience, d’une
prostration ou de tous autres signes de dysfonctionnements neurologiques associés a une
fievre élevée et a un syndrome pseudo-grippal. Les troubles de la conscience vont de la
simple obnubilation au coma profond, le plus généralement calme. L’atteinte neurologique
peut dans certains cas se présenter de maniere plus brutale avec un tableau clinique composé
d’une fiévre tres élevée et d’un coma accompagné de convulsions. Ces convulsions peuvent
étre inaugurales, généralisées ou localisées, plus ou moins espacees ou realisées un état de
mal épileptique. Pour étre retenues en tant que signes de gravité du paludisme, les convulsions
doivent étre répétées au moins 2 fois par 24 heures chez I’adulte et 1 fois par 24 heures chez
I’enfant [20], [21]. Cette présentation est plus fréquemment rencontrée chez les enfants que
chez les adultes. Des formes d’hypotonie musculaire avec abolition des réflexes
ostéotendineux peuvent également étre observées. Dans un tableau clinique d’accés grave,
I’atteinte neurologique peut étre seule ou associée a d’autres atteintes viscérales (rein,

poumons, foie) traduisant alors un état de choc avec défaillance multi viscérale.

En I’absence de traitement, 1I’évolution est rapidement mortelle en 2 & 3 jours. Méme apres

introduction d’un traitement, la mortalité reste élevée et comprise entre 4 et 25% selon les
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études réalisées sur des cohortes de patients de réanimation dans le cadre du paludisme
d’importation [23]-[27]. Tres rarement, des séquelles neurologiques peuvent étre observées

surtout chez les enfants.

iv.  Autres formes graves non neurologiques

- En dehors de l’atteinte neurologique au cours de ’acces palustre, d’autres formes
graves non neurologiques sont décrites. Le tableau de choc avec défaillance multi
viscérale sans signes neurologiques ou I’atteinte isolée d’organes telle que
I’insuffisance rénale aigue organique, la détresse respiratoire ou la cytolyse hépatique
sont des formes cliniques le plus souvent décrites chez les adultes dans les cas
d’importation. Ces atteintes sont généralement associées a une acidose métabolique
accompagnée ou non a une hyperlactatémie (lactates> 2.2 mmol/l ou a fortiori >5
mmol/l) reflet de I’hypoxie tissulaire. Au méme titre que le neuropaludisme, le choc,
I’acidose métabolique et la défaillance d’organes sont associés a un fort risque de

mortalité chez les populations de voyageurs [23]-[27].

- L’anémie sévere (hémoglobine<5g/dl) est un critére biologique de gravité
extrémement fréquent en zone d’endémie palustre, notamment chez les jeunes enfants
agés de moins de 2 ans. Dans le cadre du paludisme d’importation, 1’anémie sévere,
plus rarement décrite chez les enfants, n’est présente que dans 20% des cas d’acces
grave [28]. Chez I’adulte, cette complication est trés peu fréquente qu’elle soit isolée

ou associée a d’autres criteres de gravité.

- Enfin, d’autres formes considérées comme graves selon le score de gravité¢ de 'OMS
mais associées a une faible mortalité, peuvent également étre rencontrées a une
fréquence importante dans le cadre du paludisme d’importation: on distingue

notamment 1’hyperparasitémie isolée fébrile associée ou non avec un ictere clinique
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et/ou biologique. L’hémoglobinurie, I’hypoglycémie ou la présence d’un saignement
spontané sont par contre peu fréquents dans les formes graves d’importation [21],

[24], [26], [27].

b. Accés palustre simple

C’est la forme clinique la plus fréguemment rencontrée dans le cadre du paludisme
d’importation chez I’enfant et le voyageur non immun. Apres une période d’incubation
variable (de plusieurs jours a 1 an maximum), correspondant au délai entre la piqlre
d’anopheles et la fin de la phase hépatique asymptomatique (généralement entre 7 et 12 jours
pour Plasmodium falciparum) et pouvant étre modulée par la prise de chimioprophylaxie ou
I’immunité résiduelle du patient [29], I’accés palustre de « primo-invasion » se caractérise par
un syndrome pseudo-grippal composé par une fievre progressivement croissante, des frissons,
des céphalées, des myalgies, des arthralgies, d’une toux, d’une dysphagie et des troubles
digestifs a type d’anorexie, de nausées, de vomissements, de douleurs abdominales et méme
de diarrhées [3], [21], [29]. L’absence possible de fi¢vre chez certains patients ne permet pas
d’exclure le diagnostic, bien que 80% des patients relatent quand méme une histoire de fiévre
les jours précédents la consultation. La présence d’une splénomégalie est inconstante a ce
stade de I’infection. Ce tableau clinique dit « d’embarras gastrique fébrile », completement
non spécifique, rend le diagnostic difficile majorant le risque d’égarements diagnostiques et
dans un deuxieme temps, la possibilité de passer de cet « accés simple » en un « acces grave »
d’évolution rapidement défavorable en I’absence de traitement [3], [21], [29]. Aucun
argument clinique, biologique ou épidémiologique n’est actuellement disponible pour

identifier le passage de la forme clinique non compliquée a la forme grave.
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c. Forme clinique atypique : accés palustre chez la femme enceinte

L’accés palustre chez la femme enceinte est rare en France métropolitaine (environ 45 cas
répertoriés en France en 2013 [4]) mais doit néanmoins systématiquement étre considéré
comme une forme grave. Sa prise en charge constitue donc une urgence médicale au méme
titre que le neuropaludisme. Cette forme dite de « paludisme gestationnel » présente un

double risque :

e La survenue d’un acces grave chez la mere, plus exposée a ce risque que la population
générale au méme age surtout lors des premiéres grossesses. Cela se manifeste par une
hyperparasitémie, une anémie sévere, une hypoglycémie ou un cedéme pulmonaire
aigu associés a un taux de mortalité élevé (proche de 50%) [11].

e Le risque d’avortement spontané ou d’accouchement prématuré li¢ a ’anémie générée
par l’accés palustre et a Daccumulation des formes parasitaires dans la
microcirculation placentaire qui limite les échanges mere-enfant et par conséquent la

croissance intra-utérine du feetus avec un retentissement sur le poids de naissance.

En zone d’endémie, le paludisme constitue encore une importante cause de surmortalité

périnatale de la meére et de I’enfant.

4. Le diagnostic biologique du paludisme

a. Eléments d’orientation et principe de réalisation du diagnostic
biologique

Devant I’absence de spécificité du tableau clinique de 1’accés palustre de « primo-invasion »
et le risque d’aggravation de cette forme clinique avec passage d’une forme simple a une
forme grave, tout professionnel de santé doit garder a I’esprit que « toute fiévre ou autre
symptomatologie non spécifique de retour d’une zone d’endémie palustre doit faire
évoquer un paludisme ». La notion de voyage en zone d’endémie est donc une notion

extrémement importante qui doit systématiquement étre évoquée par le clinicien lors de
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I’interrogatoire d’un patient fébrile aux urgences. S’il y a une histoire de voyage dans les mois
précédents, le clinicien pourra dans un deuxiéme temps chercher a obtenir des informations
sur la zone d’endémie visitée ainsi que sur la prise de chimioprophylaxie qui sera utile a
Iinterprétation des résultats biologiques [29]. Cette hypothése diagnostique devra
obligatoirement étre confirmée par un examen biologique pour mettre en évidence les formes
asexuées circulantes du parasite dans le sang total. Le diagnostic biologique du paludisme est
considéré comme une urgence médicale imposant, selon les recommandations de I’OMS, un

rendu de résultats dans les 2 heures suivant le prélévement [30].

Le prélevement sanguin, nécessaire a la réalisation d’un diagnostic biologique de qualité, peut
étre capillaire ou devra étre effectué sur un tube EDTA ou ACD s’il est veineux. Méme si la
quantité de parasites circulants peut varier dans le temps, il n’est pas nécessaire de prélever
pendant le pic fébrile ou la phase de frissons du patient pour pouvoir observer les formes
parasitaires [21]. Néanmoins, devant une recherche de paludisme négative avec une
symptomatologie persistante évocatrice, d’autres prélévements sanguins pourront étre répétés
6 a 12 heures plus tard pour détecter d’éventuelles formes parasitaires et ainsi confirmer le

diagnostic [21].

Différentes techniques diagnostiques existent pour la recherche de paludisme avec des
performances analytiques variables qu’il faudra prendre en compte afin d’interpréter les

résultats d’un diagnostic biologique du paludisme.

b. Le frottis sanguin

Le frottis sanguin effectué¢ a partir d’'un prélévement de sang total et coloré au May-
Grunwald-Giemsa (MGG) est la technique la plus fréguemment utilisée pour le diagnostic
biologique du paludisme en zone d’endémie et dans un contexte d’importation. Cette
technique présente de nombreux avantages : en effet, c’est une technique facile et rapide a

réaliser qui permet a la fois I’identification morphologique de tous les stades parasitaires de
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toutes les especes de Plasmodium spp. et I’estimation de la parasitémie nécessaire a la prise
en charge (critére de gravité) et au suivi de I’efficacité du traitement (cinétique de diminution
de la parasitémie) (figure 4). Celle-ci est évaluée en estimant la proportion de globules rouges
parasités sur un nombre de globules rouges totaux. Elle requiert néanmoins un personnel
formé a I’identification microscopique des formes parasitaires et posséde une limite détection
de 100-150 parasites/ul qui peut étre a lorigine de faux négatifs pour de trés faibles

parasitémies [21].

La lecture d’un frottis sanguin pour la recherche de paludisme est considérée comme négative
aprés une lecture de 200 champs microscopique de 200-250 globules rouges soit environ
40.000 hématies. Un résultat négatif aprés la lecture d’un frottis ne permet en aucun cas

d’¢éliminer le diagnostic de paludisme si celui-ci n’est pas couplé a une autre technique.

ANOFEL o

Figure 4 : Frottis sanguin : trophozoites de Plasmodium falciparum (May-Grinwald-
Giemsa) [31].
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c. Lagoutte épaisse
La goutte épaisse est considérée comme le « gold standard » pour le diagnostic biologique du

paludisme et elle peut étre combinée au frottis sanguin. Cette technique diagnostique, dite de
concentration, est plus sensible que le frottis sanguin pour détecter les formes parasitaires : en
effet, aprés coloration au Giemsa, un plus grand volume de sang est examiné par champ
microscopique par rapport au frottis (de 20 a 50 fois plus) [21], [29]. La coloration sans
fixation de la goutte épaisse ayant pour conséquence la lyse des globules rouges, la quantité
de parasite est alors évaluée par rapport au nombre de globules blancs et estimée en nombre
de parasites pour 1.000 leucocytes (Figure 5). Malgré une limite de détection de 10 a 20
parasites/pl, la technique de goutte épaisse présente quelques limites: contrairement au
frottis, c’est une technique plus longue a réaliser et qui nécessite une grande expérience a la
lecture microscopique pour détecter les formes parasitaires. De plus, I'identification de
I’espéce parasitaire sur une goutte épaisse est parfois trés difficile et peut nécessiter une

technique complémentaire pour finaliser le diagnostic.

d. Les tests de diagnostiques rapides (TDR)

De par leur rapidité et simplicité d’exécution et d’interprétation, leur sensibilité et leur
spécificité, les tests de diagnostic rapide du paludisme sont devenus des techniques de plus en
plus utilisées en zone d’endémie et dans le cadre du paludisme d’importation. Leur principe
est basé sur la détection immunochromatographique d’antigeénes circulants du parasite. Les
principaux antigenes parasitaires détectés sont la protéine HRP2 (Histidine rich protein 2)
specifique de Plasmodium falciparum, 1’enzyme pLDH (plasmodium lactate deshydrogenase)

pan-malarique ou spécifique d’espéce et I’enzyme aldolase pan-plasmodiale.
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ANOFEL . ’

Figure 5: Goutte épaisse avec gamétocytes et trophozoites de Plasmodium falciparum
(Giemsa) [32].

L’HRP2 est une protéine produite spécifiquement par Plasmodium falciparum au niveau de la
vacuole digestive et du cytoplasme du parasite mais elle est également presente dans la
membrane érythrocytaire. HRP2 serait utilisée par Plasmodium falciparum pour la
polymérisation de I’héme en vue de sa détoxification et est libérée lors de la rupture du

schizonte [33]-[35].

La pLDH et I’aldolase pan-plasmodiale sont des protéines enzymatiques impliquées dans le
métabolisme glycolytique du parasite et synthétisées par toutes les espéces de plasmodium et
par tous les stades parasitaires (formes sexuées et asexuées). Certains isomeres de la pLDH
sont propres a certaines espéces et ils peuvent étre spécifiquement recherchés par certains
TDR permettant un diagnostic d’espéce approché pour P.falciparum et P.vivax. La détection

de ces enzymes est souvent couplée a celle d’HRP2 dans la grande majorité des tests TDR.
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Les performances analytiques de ces tests, souvent proches de celles du frottis avec une
détection d’environ 100 parasites/ul, leur ont permis de devenir une alternative a la
microscopie dans de plus en plus de centres diagnostiques mais ils doivent étre combinés a
une autre technique tel que le frottis pour le diagnostic biologique du paludisme. La sensibilité
et spécificité de ces tests commerciaux sont souvent > 95 % mais varient selon le réactif,
I’antigéne détecté et la parasitémie [36], [37]. Il faut prendre en compte les limites de ces
TDR: la longue demi-vie de ces molécules parasitaires circulantes (HRP2) entraine une
persistance de la positivité de ces tests jusqu’a 30 jours apres la résolution de ’acces palustre.
La présence du facteur rhumatoide peut également étre a I’origine de réactions faussement
positives [3], [21]. A P'inverse, des réactions faussement négatives ont également été décrites
avec certaines souches de Plasmodium falciparum localisees en Amérique du Sud délétées en
HRP2 [3]. La détection des especes de P.ovale et P.malariae est egalement insuffisante pour
certains kits testés (pLDH et aldolase) contrairement a P. falciparum et P.vivax. Cette faible
sensibilité pour les espéeces P.ovale et P.malariae est liée a la faible parasitémie associée ainsi
qu’a une faible production d’aldolase et de pLDH [38]. Un phénoméne de prozone a
également été deécrit, responsable de réactions faussement négatives notamment avec
I’antigéne HRP2 [39]. Enfin, ces dispositifs diagnostiques sont chers par rapport aux
techniques microscopiques et ne permettent pas d’estimer une parasitémie. Par conséquent, un
résultat négatif avec ces tests ne peut en aucun cas suffire a éliminer un diagnostic de

paludisme et devra étre complété par un examen microscopique [36].

e. La détection a ’acridine orange

Le test diagnostique du QBC malaria® (Quantitative Buffy Coat) est une technique
diagnostique dite de concentration du sang total dans un dispositif capillaire apres
centrifugation. La détection du parasite est basée sur la fluorescence des formes parasitaires

en vert (ADN nucléaire) et rouge (ARN cytosolique) aprés incorporation de molécules
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d’acridine orange, intercalant des acides nucléiques, qui tapissent la paroi interne du capillaire
(Figure 6). Cette technique rapide est aussi sensible que la goutte épaisse dans le diagnostic
du paludisme avec une limite de détection de 1’ordre de 10 parasites/ul et une valeur
prédictive positive proche de 100% [40]. Il existe néanmoins certains inconvénients a cette
technique. Le QBC malaria® est un dispositif onéreux qui requiert un matériel spécifique
pour la préparation des échantillons (centrifugeuse a capillaires) et leur lecture (objectif X 60
a I’'immersion avec une encoche latérale pour y insérer une lampe a fluorescence) [40]-[42].
La lecture du QBC malaria® ne permet pas de déterminer 1’espéce infectante ni la
parasitémie; la reconnaissance des formes parasitaires circulantes et leur distinction avec des
artéfacts fluorescentes necessitent une expérience qui est limitée a certains laboratoires
spécialisés [21], [40]-[42]. De part sa rapidité d’exécution et sa valeur prédictive positive, le
QBC malaria® représente un bon test diagnostique de premiere intention mais il devra
obligatoirement étre confirmé par la lecture d’un frottis pour I’identification de 1’espece et

I’estimation de la parasitémie [40].

Figure 6 : Trophozoites fluorescents avec la technique du QBC [43].
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f. Diagnostic biologique par amplification génique (PCR)

Le diagnostic du paludisme par biologie moléculaire, dont la mise en ceuvre est encore
réservée a certains laboratoires spécialisés, s’est considérablement développé depuis la fin des
années 80 dans le but de pallier aux limites techniques et analytiques du frottis sanguin et de
la goutte épaisse, techniques « gold standard » considérées comme longues, fastidieuses et

peu sensibles.

D’abord développées selon une méthode « nichée » en point final avec révélation des produits
de PCR sur gel d’agarose, les premieres techniques d’amplification PCR ont rapidement
montrées leur supériorité par rapport aux techniques microscopiques dans le diagnostic du
genre Plasmodium spp. [27] et de I’espéce avec une différenciation des 4 espéces impliquées a
I’époque [44], [45]. Ces PCR, bien que trés efficaces pour I’identification d’espéce, la
détection de faibles quantités de parasite et la révelation de coinfections par plusieurs espéces
plasmodiales, ne répondent pas a tous les pré requis pour le diagnostic de paludisme : ces
méthodes de PCR nichée (nested-PCR) restent longues a réaliser et le risque de résultats
faussement positifs par contamination inter échantillons par des amplicons post-PCR est tres
¢levé. Aucune estimation de la parasitémie n’est également possible avec ces techniques en

point final.

Le développement des techniques de PCR en temps réel a par la suite permis d’améliorer le
diagnostic du paludisme par biologie moléculaire en raccourcissant les délais de rendu de
résultats, en limitant les risques de contamination inter échantillons par I’utilisation de
systeme analytique clos potentiellement automatisable et en permettant une quantification
parasitaire absolue par I'utilisation d’'une gamme standard du génome parasitaire ou du géne
cible sous forme plasmidique a différentes dilutions [46]. Les réactions mises en ceuvre a
I’heure actuelle ciblent principalement le géne 18S ribosomal spécifique de Plasmodium spp.

et reposent sur une détection d’émission de fluorescence spécifique, reflet de I’amplification
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génique, type SYBR green® ou Tagman®. L’utilisation de différents marqueurs de
fluorescence pour la détection de I’amplification PCR au cours de la réaction a favoris¢ par la
suite le développement de PCR « multiplex » en temps réel qui a permis la détection
simultanée de toutes les especes plasmodiales en une seule réaction facilitant la détection des

coinfections [47], [48].

L’ensemble de ces techniques en temps réel détecte jusqu’a 1 parasite/ul avec une sensibilité
et une spécificité variable selon les génes cibles et la méthodologie employée mais souvent
proche de 100% [38], [49]-[51]. Néanmoins, méme si la supériorité analytique de la PCR en
temps reel a été largement validée par différentes études, elle reste difficilement applicable au
diagnostic biologique de routine du paludisme. Les déelais de prise en charge et de rendu de
résultat (3 heures environ) ne satisfont toujours pas les exigences de 1’OMS [30], les
différents stades parasitaires présents ne peuvent pas étre différenciés, le colt du test est plus
élevé que pour la microscopie et la persistance d’ADN plasmodial circulant aprés traitement
de I’acces palustre sont des contraintes a son utilisation en routine. De plus, la nécessité de
locaux appropriés et d’appareillages spécifiques limitent son acces a des petites structures non
spécialisées. Cependant, la PCR pour le diagnostic biologique du paludisme est trés utile en
complément de la microscopie car elle permet la détection et I’estimation de trés faibles
quantités de parasites circulants, 1’identification ou la confirmation d’espece en cas de doute

ou d’incapacité a identifier le parasite par microscopie et enfin la discrimination des especes

en cas d’infections mixtes [38], [49], [51].

g. Les autres marqueurs biologiques d’orientation associés a I’acces
palustre

De nombreuses études cliniques ont été menées dans 1’objectif de pouvoir identifier des
marqueurs biologiques spécifiques de 1’acces palustre ou prédictifs de la survenue d’un acces

grave et ainsi simplifier le diagnostic biologique du paludisme. Une corrélation entre une
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thrombopénie et une anémie a été montrée avec la présence de Plasmodium falciparum mais
reste inconstante, non spécifique de cette infection et peu prédictive d’un acces grave.
Néanmoins, une étude récente réalisée en Papouasie-Nouvelle-Guinée a démontré une forte
association entre I’intensité de la thrombopénie détectée lors d’un acces palustre grave a
Plasmodium falciparum et le risque de mortalité associé [52]. Cette étude relance donc
I’intérét de la quantification rapide des plaquettes et de I’évaluation de I’intensité de la
thrombopénie chez les patients impaludés, d’autres travaux sont encore nécessaires pour

étayer ces observations.

L’hyperleucocytose, reflet d’un processus inflammatoire, reste inconstant au cours de ’acces
palustre et ne constitue en aucun cas un marqueur du paludisme. La protéine C réactive
(CRP), dans un contexte de fievre de retour de voyage en zone d’endémie, a montré un intérét
dans la discrimination entre des patients atteints de paludisme et un groupe controle [53]. Ce
parametre reste cependant non spécifique et peu prédictif de 1’acces grave. La procalcitonine
(PCT), précurseur peptidique de ’hormone calcitonine, est un marqueur biologique reconnu
des infections bactériennes aigues systémiques qui a également été évalué lors d’acces
palustre simple et grave dans le cadre du paludisme d’importation. Une augmentation de la
concentration de PCT a été observée lors d’acces palustre grave et corrélée avec la
parasitémie a I’admission, ce qui a été en faveur de son utilisation pour différencier
rapidement les cas d’accés palustre grave et simple [54], [55]. Cependant, la forte variation de
sensibilité de ce marqueur en fonction du seuil de positivité fixé lors de 1I’étude et la possible
augmentation de la concentration de PCT lors d’infections palustre a non-falciparum ou lors

de co-infections bactériennes a limiter son utilisation pour le paludisme [54], [55].

Le dosage de I’HRP2 plasmatique, meilleur reflet de la biomasse parasitaire que la
parasitémie, a été réalisé dans des cohortes de patients adultes en Asie du Sud-Est [56] et chez

des enfants en Afrique [57], [58]. Une forte corrélation entre le niveau d’HRP2 circulant et la
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gravité de I’acces palustre a été montrée dans ces populations. Le dosage des taux d’HRP2
plasmatiques chez des patients atteints de paludisme grave, de paludisme simple ou de formes
asymptomatiques a permis de déterminer qu’une concentration > 1000 ng/ml est en faveur
d’un accés grave avec une sensibilit¢ de 99% et qu’une concentration < 200ng/ml ne
permettait pas d’incriminer le paludisme comme étiologie du tableau clinique [59]. D’autres
¢études réalisées en zone d’endémie se sont intéressees au role prédictif de la concentration
plasmatique initiale en HRP2 a I’admission dans la progression vers un neuropaludisme.
Dans cette cohorte, une concentration de 3500 ng/ml d’HRP2 serait prédictive, lors de la prise
en charge, de la survenue d’une atteinte neurologique [60]. Ce marqueur n’est encore qu’un
outil de recherche actuellement et est peu appliqué dans le diagnostic du paludisme en routine.
D’autres études menées sur le paludisme d’importation sont nécessaires pour valider son
utilisation dans la pratique médicale. La combinaison entre la détermination de la
concentration d’HRP2 et la quantification d’ADN parasitaire circulant a permis d’affiner la
définition de 1’acces palustre grave dans des populations en zone d’endémie en vue de futures
recherches cliniques mais elle n’est pas, a ’heure actuelle, utilisée en routine dans la prise en

charge du paludisme en zone d’endémie ni dans le cadre du paludisme d’importation [61].

h. Diagnostic biologique indirect : la sérologie anti-palustre

La recherche d’anticorps spécifiquement dirigés contre Plasmodium spp. dans le sérum repose
sur de nombreuses techniques immunologiques, dont la technique de référence reste
I’immunofluorescence indirecte. Cette technique de détection des anticorps totaux par un
conjugué anti-immunoglobulines humaines fluorescent est réalisée le plus souvent avec des
plasmodiums, au stade schizonte, comme principale source d’antigénes figurés intra-
érythrocytaires. Les especes de plasmodium les plus souvent utilisées pour la préparation des
antigénes sont Plasmodium cynomolgi a partir d’une infestation de singes macaques en

laboratoire ou des souches de laboratoire de Plasmodium falciparum, cultivées en hématies
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humaines in vitro dont les communautés antigéniques permettent de détecter les anticorps
dirigés contre Plasmodium spp. [62]. Cette technique, sensible, spécifique et facilement
réalisable est néanmoins soumise a une interprétation subjective dépendante de 1’expérience
de ’opérateur qui fait la lecture au microscope a fluorescence de la fixation des anticorps

marqués [62].

De part les pré requis indispensables au diagnostic du paludisme liés a 1'urgence médicale
qu’il représente, la sérologie anti-palustre ne constitue en aucun cas un test diagnostique de
premiere intention pour une recherche de paludisme lors d’un acces aigu. Les indications de la
sérologie anti-palustre sont limitées a 3 situations : le diagnostic rétrospectif pour des patients
traités pour un paludisme et pour lesquels aucune forme parasitaire circulante n’a été
préalablement détectée, 1’identification de porteurs asymptomatiques ayant s€journé en zone
d’endémie dans le cadre de la prévention du paludisme post transfusionnel et enfin lors
d’études séro-épidémiologiques en zone d’endémie afin d’évaluer 1’exposition des
populations au parasite et controler I’efficacité des campagnes d’éradication [62]. L’utilisation
de I'immunofluorescence indirecte pour évaluer I’immunité anti-palustre reste controversee,
mais cependant, la sérologie evolue parallelement a 1’age et a ’acquisition d’une immunité
protectrice. A I'inverse, il est difficile de mettre en évidence des anticorps protecteurs parmi

ce mélange d’anticorps détectés sur schizontes entiers intra-erythrocytaires [62].

De nouvelles techniques sérologiques immunoenzymatiques ont par la suite été développees
telles que PELISA pour suppléer I'immunofluorescence indirecte, technique qui n’était pas a
la portée de tous les laboratoires notamment pour le maintien de souches de plasmodium en
culture et peu adapté aux grosses cadences d’analyses. Ces techniques ELISA, contenant un
ou plusieurs antigénes figurés speécifiques de Plasmodium spp., ont démontré des

performances équivalentes a I’'immunofluorescence indirect dans certaines études [63].
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1. Physiopathologie de I’accés palustre grave

La survenue d’un accés palustre grave résulte d’un processus multifactoriel complexe faisant
intervenir de nombreux mécanismes liés a I’hote et au parasite. Deux événements semblent
néanmoins majoritaires et abondamment décrits dans la littérature : la séquestration parasitaire
et les mécanismes immunopathologiques associés au déséquilibre entre réponse immunitaire

innée pro- et anti-inflammatoire.

1. La séquestration parasitaire
La séquestration parasitaire est un des principaux mécanismes physiopathologiques de 1’accés
palustre grave a I’origine de I’atteinte cérébrale et du paludisme gestationnel. Résultant d’un
phénomene, appelé « cytoadhérence », elle repose sur I’adhésion des globules rouges
parasités a la surface des cellules endothéliales vasculaires de I’hote, a la capacité du globule
rouge parasité de s’agglutiner avec des globules rouges non parasités (rosetting) ainsi qu’a
I’agglutination des globules rouges parasités facilitée par les plaquettes (clumping) (figure 7)
via des protubérances a la surface de la membrane du GR appelées knobs. La séquestration
parasitaire permet aux formes matures asexuées de Plasmodium falciparum (trophozoites agés
et schizontes) [64], contrairement a la forme sexuée gamétocytique [65], de pouvoir échapper
a la clairance splénique de 1’hote et favorise I’augmentation de la biomasse parasitaire par une
multiplication facilitée dans 1’environnement anaérobique des veinules post-capillaires. Ce
processus de séquestration est indispensable au bon développement du parasite lui conférant

un avantage pour sa survie contrairement aux autres espéeces non-falciparum [66], [67].
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Figure 7 : Phénotypes d’adhérence impliqués dans le phénomeéne de séquestration
parasitaire [68].

a. Formation des knobs

Le développement intra-érythrocytaire du parasite provoque 12 a 15 heures aprés 1’invasion
du GR une modification de la surface du globule rouge a I’origine de protubérances de 100um

de diametre appelées knobs (figure 8) [11], [67].
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Figure 8 : Knobs a la surface du globule rouge parasité par microscopie électronique
[69].

Cette structure de surface est constituée de protéines parasitaires exportées, majoritairement la
Knob-Associated Histidine Rich Protein (KAHRP), mais également la Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 3 (PfEMP3), la Ring-infected Erythrocyte Surface
Antigen (RESA) et la Mature Erythrocyte Surface Antigen (MESA ou PfEMP2) qui
participent a son assemblage. KAHRP interagit avec les composants du cytosquelette du
globule rouge tel que la spectrine et 1’actine entrainant une modification de 1’ensemble des
propriétés physiques du globule rouge avec une augmentation de la rigidité du globule rouge
parasité et une réduction de sa déformabilité par une diminution de son élasticité et une

augmentation de sa taille [69], [70].

D’autres protéines synthétisées par le parasite et exportées a la surface de la membrane du
globule rouge sont également présentes au niveau des knobs (Figure 9). Les antigénes variants
de surface (variants surface antigen) (VSA) principalement composés par les RIFINS,
STEVORs, SURFINs et Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1)
sont des structures polypeptidiques permettant de faire interagir les protubérances de surface
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avec I’endothélium vasculaire ainsi qu’avec la surface d’autres globules rouges non parasités

[67].

PfEMP1

B & e e

Band 3 STEVOR RIFIN SURFIN

Figure 9 : Principales familles de protéines composant le groupe des VSA a la surface
des globules rouges parasités [69].

Les knobs, dont la densité a la surface du globule rouge parasité varie en fonction des isolats
et du stade parasitaire, peuvent étre considérés comme un facteur de virulence de Plasmodium
falciparum [71]. Cependant, ces structures ne sont pas indispensables a la cytoadhérence
parasitaire : des modéles knobs knock out restent adhérents a I’endothélium vasculaire de part
I’expression des protéines PFEMP1 et Plasmodium malariae exprime également des structures

type knobs qui ne lui permette pas néanmoins de cytoadhérer [11], [67].

b. PfEMP1

PfEMP1 est une des protéines majoritaires des VSA, considérée comme le facteur de
virulence majeur de Plasmodium falciparum, insérée dans les protubérances des knobs a la
surface du globule rouge parasité [72], [73]. Cette famille de polypeptides présente un intérét
majeur dans la physiopathologie de 1’accés grave puisqu’elle est directement impliquée dans

les phénomenes de séquestration parasitaire par interaction avec des récepteurs de 1’hdte a la
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surface des cellules endothéliales [67]. Cette adhésion a la surface des globules rouges via
PfEMP1 a été confirmée dans certaines hémoglobinopathies comme la drépanocytose,
I’hémoglobinose C et ’ovalocytose ou la déformation des globules rouges liée a la maladie
sous jacente altére I’exposition de PfEMP1 a leur surface et par conséquent la séquestration

parasitaire [70], [74].

PfEMP1 est un polypeptide parasitaire de haut poids moléculaire (200 & 400 kDa), sensible a
la digestion trypsique, qui est inséré dans la membrane du globule rouge parasité. Sa structure
typique est composée de 4 parties distinctes : un segment N terminal extracellulaire variable
(NTS), une région de domaines protéiques variables qui interagit avec les récepteurs
cellulaires, un domaine transmembranaire (TM) et un segment C terminal intracellulaire
conservé (ATS) qui interagit avec la protéine KAHRP intra cytoplasmique [67], [69] (figure

10).

head structure
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Figure 10 : Représentation schématique de différents domaines d’une protéine PFEMP1
[75].

La région variable de PfEMP1 est composée d’une succession de domaines Duffy Binding-
Like (DBL) entre lesquels sont intercalés des domaines Cysteine-Rich Interdomain Regions
(CIDR) et d’un domaine C2. Les domaines DBL sont classés en 6 classes de séquences (a, B3,
Y, 0, € et ) et les domaines CIDR en 4 classes de séquences (a, B, y et 8), fonction de leur
homologie, ainsi qu’en sous-classes (ex : al.l). L’ordre de succession et le nombre de ces

domaines extracellulaires varient en fonction des variants PfEMP1, ce qui est a 1’origine
b
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d’une tres grande variabilité de séquences protéiques (moins de 50% d’homologies en acides
amineés [75]) et qui peut avoir pour conséquence un profil de cytoadhérence variable entre les
souches de Plasmodium falciparum ainsi qu’une possibilité d’échappement au systéme
immunitaire de 1’hote [67]. Cependant, certains motifs protéiques semblent étre conservés
entre certains variants PFEMP1 tel que la téte de structure N-terminale semi-conservée NTS-
DBLa-CIDRa ou le tandem DBL3-CIDRp/y reflétant une activité d’adhérence qui peut étre

commune pour plusieurs protéines [75], [76].

La forte variabilité des séquences protéiques de PfEMPL1 limite les études classiques
d’alignements permettant d’identifier des séquences protéiques conservées dans cette famille.
Néanmoins, une large étude bioinformatique d’alignements de 399 séquences protéiques de
PfEMPL, provenant de 7 génomes de souches Plasmodium falciparum de différentes régions
géographiques, a identifié certains motifs protéiques conserves dans ces molécules PfEMP1
[77]. Ces motifs protéiques ou domaine cassette (DC), caractérisés par la présence minimum
de 2 domaines protéiques consécutifs de sous classes particuliéres et retrouves dans au moins
3 génomes de souches de Plasmodium falciparum [77], sont pour certains impliqués dans la
séquestration parasitaire lors d’un acces palustre grave tels que DC4 (DBLal.4-CIDRal.6-
ID-DBLB3) [78], DC5 (DBLy12-DBL&5-CIDRpB3/4-DBLB7/9) [79], DC8 (DBLa2-
CIDRal.1-DBLP12-DBLYy4/6) [76], [80]-[83] et DC13 (DBLal.7-CIDRal.4) [76], [80]-
[82] (Figure 11). D’autres techniques de bioinformatique ont récemment été publiées et
permettent une analyse encore plus fine des séquences protéiques de PfEMP1 par
I’identification de peptides immunogéniques de 15 a 20 mer de long, dont certains ont été
potentiellement impliqués dans les phénomenes de rosetting et de cytoadhérence aux cellules

trophoblastiques [84].
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Figure 11: Représentation schématique des domaines protéiques composant les
domaines cassettes (A) DC8 et DC13 [82], (B) DC4 [78] et (C) DC5 [79].
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C. Les récepteurs de ’hote impliqués

Plusieurs récepteurs de 1’hdte ont ¢été décrits comme impliqués dans les différents
phénoménes de cytoadhérence des globules rouges parasités aux cellules endothéliales
(séquestration parasitaire), aux globules rouges non parasités (rosetting) et aux plaquettes

(clumping) suite & leur interaction avec la protéine PFEMP1 parasitaire (Figure 12).

— Host cell

Plasmodium
falciparum

DBL1a | CIDR1 HDBL2B

DBLayHDBuaH CIDR2

E Infected erythrocyte

Figure 12 : Représentation schématique de I’interaction entre la protéine parasitaire
transmembranaire PFEMP1 et les récepteurs cellulaires de ’hote [68].

Le CD36 et la thrombospondine (TSP) furent les premiers récepteurs endothéliaux impliqués

dans des interactions avec les globules rouges parasités [72], [85].

e CD36 est un récepteur de type scavenger de 88 kDa majoritairement exprimé a la
surface des cellules endothéliales, des cellules épithéliales, des macrophages, des
monocytes, des cellules dendritiques, des plaquettes, des précurseurs des érythrocytes

et des adipocytes [68], [76]. L’interaction entre PIEEMP1 et CD36 a notamment été
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décrite dans les phénomeénes de cytoadhérence avec 1’endothélium vasculaire via le
domaine CIDRa pour quasiment toutes les souches de Plasmodium falciparum
quelque soit le contexte clinique [67], [76], [86], [87]. Néanmoins, la fréquence de
fixation et la quantité séquestrée sur ce récepteur est plus importante dans les cas de
paludisme simple notamment au niveau de sites tissulaires non pathogenes tels que les
tissus adipeux et les tissus musculaires squelettiques. CD36 peut également étre
impliqué dans l’accés palustre grave avec une forte fixation de certains isolats
cliniques a ce récepteur et un réle potentiel de CD36 dans les phénomenes de
rosetting et de clumping via son interaction avec le domaine protéique DBLa. [67],
[76], [86]-[88]. Cependant, la cytoadhérence a CD36 par PFEMP1 n’a pas uniquement
été associée a la séquestration parasitaire mais semblerait également jouer un réle dans
la clairance parasitaire en favorisant la phagocytose non opsonique des globules
rouges parasités au niveau des monocytes/macrophages/cellules dendritiques [87],
[89] et serait également responsable d’une immunomodulation des fonctions des

cellules dendritiques [76], [87].

e La TSP est une glycoprotéine plasmatique circulante qui a également été décrite dans
les phénomenes d’adhérence avec PIEMP1. Néanmoins, contrairement a CD36, les
effets de I’interaction ente ces 2 protéines sont peu documentés et le role de TSP dans

la survenue d’un accés grave est de plus en plus controversé [68].

VCAM-1, ICAM-1 et E-selectine furent par la suite identifié<s comme impliqués dans ce

phénomene de cytoadhérence [67].

e ICAM-1 (CD54), récepteur de la superfamille des immunoglobulines de 90-115 kDa,
est exprimé a la surface des cellules endothéliales et des leucocytes. C’est un récepteur

d’intérét car il a été décrit comme le principal récepteur impliqué dans la séquestration
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parasitaire a 1’origine de I’atteinte neurologique lors d’un acceés palustre grave.
Cependant, selon les études, certains isolats de patients sont plus ou moins adhérents a
ce récepteur, préférentiellement exprimé dans les capillaires cérébraux [87], [88], [90].
Cette variabilité de cytoadhérence sur ce récepteur a tout d’abord été expliquée par la
méthodologie utilisée pour les études de cytoadhérence : en effet, la proportion de
globules rouges cytoadhérents est variable selon que la cytoadhérence est évaluée en
mode statique ou en flux [86]. De plus, le polymorphisme de séquences d’ICAM-1
influence D’affinité a ce récepteur [87]. C’est plus spécifiquement les domaines
protéiques DBLPB3 et DBLBS de PIEMP1 qui ont été identifiés comme les ligands
préférentiels de PfEMP1 sur ICAM-1 [68], [76], [86]. Cependant, la seule interaction
entre la surface du globule rouge parasité et ICAM-1 ne semble pas suffisante pour
entrainer la cytoadhérence du globule rouge parasité et I’hypothese de 1’existence d’un

corécepteur tel que CD36 a été émise [67], [68].

VCAM-1 (CD106) est également un recepteur de la superfamille des
immunoglobulines exprimé a la surface de I’endothélium activé. Ce récepteur interagit
faiblement aux globules rouges parasités et son role dans 1’acces palustre n’a été que

trés peu étudié.

E-selectine (CD62E) est une glycoprotéine exprimée a la surface des cellules
endothéliales dont le rdle et le type d’interaction avec le globule rouge parasité sont

peu connus.

P-selectine (CD62P) est également une glycoprotéine de la surface des cellules
endothéliales, impliquée dans le transfert des leucocytes et également exprimée a la

surface des plaquettes. Méme s’il semble que P-selectine interagisse avec PfEMP1,
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son role dans la sequestration parasitaire et les effets qui en découlent sont inconnus

[68]. De plus, P-selectine semble jouer un rdle accessoire dans le clumping.

PECAM (CD31) est un récepteur situé a la surface des cellules endothéliales, des
monocytes, des plaquettes et des granulocytes, impliqué dans la cytoadhérence avec
PfEMP1. Son réle dans la survenue d’un accés grave n’a pas été totalement prouvé
mais un domaine protéique spécifique de ce récepteur, DBLS, exprimé par certains
variants de PfEMP1 et appartenant au domaine cassette DC5, a été décrit comme

principal ligand de PECAM dans ’accés palustre grave [79].

Depuis peu, un nouveau récepteur a été décrit et incriminé dans la survenue du
paludisme grave : le récepteur a la protéine C (EPCR) [91], [92]. Ce récepteur, plus
généralement présent a la surface des cellules endothéliales des larges vaisseaux
sanguins qu’au niveau des microvaisseaux, est aussi présent a la surface des
polynucléaires neutrophiles, des monocytes, des cellules musculaires lisses, des
kératinocytes, des trophoblastes, des cardiomyocytes et des neurones [92]. Ce
récepteur est impliqué dans des activités anti-inflammatoires et anti-thrombotiques
permettant le maintien de I’homéostasie de la coagulation et I’intégrité dans la barriére
vasculaire endothéliale [76], [92]. La cytoadhérence a EPCR est principalement
impliquée dans D’acces palustre grave et plus précisément dans la présentation

neurologique de la maladie suite a I’interaction entre ce récepteur et la partie CIDRal

des domaines cassette DC8 et DC13 de PfEMP1 [75], [76], [91].

De maniere plus anecdotique, d’autres récepteurs ont été décrits comme intervenant
dans le phénomene de cytoadhérence aux cellules endothéliales. La
fractalkine/CX3CL1 endothéliale exprimée au niveau de I’endothélium vasculaire

cérébral a été mise en évidence dans un cas de neuropaludisme mais aucune autre
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donnée n’est disponible pour cette molécule tout comme pour 'integrin avf3 et la

fibronectine [68], [70].

Le phénoméne de rosetting est fortement associ¢é a I’accés palustre grave [93] et fait
intervenir, en dehors de CD36, d’autres types de récepteurs principalement situés a la surface
du globule rouge parasité et non parasité. Des interactions ont été décrites avec les antigenes
du groupe sanguin A et B, I’héparane sulfate (HS), le récepteur du complément (CR1) et les

globules rouges parasités.

e L’HS est un glycosaminoglycane présent a la surface des cellules endothéliales et des
globules rouges impliqué dans le phénomeéne de rosetting associé a la sevérité de

I’infection palustre.

e CR1 est une protéine régulatrice du complément située a la surface du globule rouge,
des leucocytes et des cellules dendritiques folliculaires. C’est le principal récepteur de

I’héte impliqué dans le rosetting.

e Les antigénes des groupes sanguins A et B sont des trisaccharides fixés sur des
glycoprotéines et glycolipides insérés dans la membrane des globules rouges mais sont
également retrouvés sur les plaquettes, les leucocytes et les cellules endothéliales. Les
domaines protéiques DBLa de PfEMP1 seraient impliqués dans les interactions avec
ces récepteurs lors du phénomeéne de rosetting , avec une affinité plus importante pour
les antigénes du groupe A [89]. Le groupe O peut également étre a I’origine de

rosetting mais son rdle reste plus faible par rapport aux antigenes du groupe A et B.

Le principal domaine de PfEMP1, décrit pour interagir avec les récepteurs ci-dessus lors du
phénoméne de rosetting, est le domaine DBLal situé sur la partie N-terminale de PfEMPL1.

Ce domaine protéique spécifiquement identifi¢ et impliqué dans ces interactions lors d’un
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acces palustre grave a la particularité d’avoir une délétion de 2 résidus cystéines sur sa partie

C-terminale par rapport au domaine DBLal exprimé lors d’un accés palustre simple qui est

composé de 4 résidus cystéines [94]-[96]. De récentes études ont par la suite plus précisément

identifiées un des domaines protéiques impliqué dans ce phénomeéne de rosetting,

indépendamment du récepteur CD36, qui serait composé du tandem DBLa1-CIDRB/y/8 [75].

L’interaction entre PFEMP1 et les immunoglobulines M (IgM) non dirigées contre un
antigene spécifique de P. falciparum est fréeqguemment retrouvée chez les souches de
Plasmodium falciparum ayant un phénotype de rosetting. Ce profil d’adhérence, non
directement impliqué dans ce phénoméne mais fortement corrélé, semble faciliter la
formation de ces structures de « rosettes » en stabilisant les liaisons entre globules
rouges parasités et globules rouges non parasités [67], [97]. Ce type d’interaction aux
IgM non immunes facilite également I’évasion au systéeme immunitaire de 1’hdte
infecté en limitant I’exposition de certains épitopes de PFEMP1 aux immunoglobulines
G protectrices par fixation des IgM aux régions non impliquées dans la cytoadherence
et n’altérant pas par conséquent, le phénotype d’adhésion initial de la souche

infectante [98].

L’agglutination des globules rouges parasités via les plaquettes ou clumping fait intervenir des

récepteurs precédemment decrit tel que CD36 et P-selectin mais également certains récepteurs

spécifiques.

gC1gR/HABP/p32 est une protéine multifonctionnelle positionnée a la surface des
plaquettes activées et des cellules endothéliales qui a été récemment décrite comme
jouant un réle dans le phénoméne de clumping lors d’un accés grave a présentation

neurologique [70].
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Au total, les phénomenes de cytoadhérence font intervenir un grand nombre de récepteurs
cellulaires avec lesquels PfEMP1 interagit de maniere simple mais également multiple.
Certaines souches de Plasmodium falciparum ont effectivement montreé la capacité de pouvoir
interagir avec plusieurs récepteurs simultanément [99] ou font intervenir a la fois un
phénomeéne de rosetting et de cytoadhérence [100]. Ce phénotype de polyadhérence, pouvant
constituer un facteur de virulence pour I’héte [67], n’a pour I’instant été mis en évidence
qu’in vitro sur des souches de laboratoire de Plasmodium falciparum et n’a pas été confirmé a

I’heure actuelle sur des isolats cliniques.

d. Lesgenesvar

Les protéines parasitaires PFEMP1 de Plasmodium falciparum sont codées par une famille
hautement polymorphique de genes appelés les génes var. Cette famille multigénique,
exclusivement présente dans le génome de Plasmodium falciparum [101], est composee
d’environ 60 génes répartis sur 1’ensemble des 14 chromosomes du génome parasitaire
préférentiellement localisés au niveau des régions télomeriques et subtélomériques (60% des
genes) mais également dans certaines régions centromériques (chromosome 4, 6, 7, 8 et 12)
(40% des genes) [102]. De tailles variables (3.9 a 13kb), ces genes sont tous composés de 2

régions exoniques (1 et 2) séparées par une région intronique de 1kb [67].

58



Host HS CD36 Highly polymorphic

receptors ggR": Eﬁ'lm I?:?qah?‘ 1 CSA interdomain regions
CEED GERE ) G D ERLE g S
Exon-1 Exon-2
Multi-adhesive Intron
semi-conserved TM = Trans-membrane domain
headstructure IM = Intra-membrane domain
I
Extracelular domain Conserved
cytoplasmic
domain

Figure 13 : Représentation schématique de I’organisation d’un géne var codant pour une
protéine PFEMP1 [103].

L’exon 1 d’un géne var code pour la partie extracellulaire N terminale de PFEMP1 tandis que
I’exon 2 code pour la région conservée en C-terminale (figure 13). L’expression de cette
famille de génes est finement régulée au cours du cycle intra-érythrocytaire du parasite : au
stade du jeune trophozoite, de nombreux génes var sont transcrits en méme temps sur tout le
génome parasitaire mais, a travers un mécanisme de régulation basé sur le principe
d’exclusion allélique mutuelle lors du développement intra-érythrocytaire, seul un géne var et
par conséquent un seul variant de PfEMP1est majoritairement exprimé, au stade trophozoite
agé, a la surface du globule rouge parasité, a un temps donné [67], [104]. Ce principe, encore
largement admis dans la littérature, a commencé a étre controversé suite a la découverte in
vitro qu’une souche de Plasmodium falciparum peut présenter un phénotype d’adhérence a 2
récepteurs cellulaires différents suite a I’expression simultanée de 2 genes var différents [99].
Cependant, 1’expression multiple simultanée de plusieurs génes var responsable de
I’expression de PfEMP1 différents a la surface du globule rouge parasité n’a pas été mise en
évidence chez des isolats patients laissant penser que ces observations sont influencées par la

manipulation in vitro des souches.
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Contrairement aux genes var plus conservés dans les régions centromériques, la localisation
de certains genes var dans les régions subtélomériques rend leur structure plus vulnérable aux
mutations ponctuelles, aux échanges génétiques entre chromosomes ainsi qu’aux
recombinaisons géniques entre chromosomes non-homologues dans le génome parasitaire
[67], [101], [102], [105]. Cette hypervariabilit¢ mosaique des séquences génomiques,
caractérisée in silico par le partage de séquence ou partie de séquence « Position Specific
Polymorphic Block » (PSPB) au niveau par exemple de la séquence DBLa [105], se traduit
par un taux de modification du répertoire des génes var exprimés de 2% par génération [67],
[69]. La forte variabilité de la séquence protéique de PfEMP1 qui en découle est responsable
d’une variation antigénique de surface a I’origine de 1’échappement a la réponse immunitaire
de Plasmodium falciparum [106] et par conséquent de variation du phénotype d’adhérence du
globule rouge parasité. Ce switch du répertoire exprimé des génes var qui avait été confirme
in vitro [104] a été également décrit in vivo chez des volontaires sains infectés en phase aigue
ou le taux de variation de I’expression des geénes var est de 16% en tout début d’infection

avant de diminuer a environ 2% en cours d’infection ou apres transmission a un autre hote

[107].

De par leur positionnement chromosomique (centromérique ou télomérique), leur sens de
transcription, leur nombre de copies dans le génome, 1’homologie des séquences dans les
régions codantes et non codantes et la nature de leur région promotrice (UpsA, UpsB, UpsC,
UpsD et UpsE), les génes var ont été classés en différents sous-groupes tels que A, B, C, B/A,
B/C [108], Varl, Var2, Var3 [109] et Var4 [110]. Les groupes B/A et B/C représentent des
groupes intermédiaires avec la présence de la région UpsB associée a la séquence d’un autre
groupe. L’expression de ces différents génes var a été associée, au cours de plusieurs études
chez différentes populations vivant en zone d’endémie, a certains profils cliniques et a

différents phénotype de cytoadhérence. La transcription de ces groupes de genes a ainsi été
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étudiée lors de suivi de patients infectés en Papouasie-Nouvelle-Guinée confirmant une
expression multiple et variable des groupes de genes var B et C au cours de I’infection
palustre simple ou asymptomatique [111]. Un autre travail mené également chez des
populations de Papouasie-Nouvelle-Guinée a confirmé la surexpression du groupe de genes C
dans des formes cliniques asymptomatiques [112], [113]. En paralléle, des investigations in
vitro, par sélection de souches de P. falciparum avec des sérums hyper immuns de patients ou
apres passage sur des tissus endothéliaux humains, avaient révélé qu’un groupe restreint de
PfEMPI1 de structure antigénique conservée, issu de ’expression du groupe de geénes var A,
était préférentiellement exprimé a la surface des globules rouges lors des accés palustres
graves [114]. L’étude de transcrits dans différents tissus humains lors d’examen post mortem
a par la suite mis en évidence que différents groupes de genes var étaient exprimes en
fonction de la nature de ’organe et que le cerveau contenait une population particuliere et
conservée de parasites exprimant un méme sous groupe de génes var A [115]. L’implication
des groupes de genes var A et B/A, codant pour un type de protéines PfEMP1 incriminé dans
la survenue d’un accés palustre grave [114], tels que DC4 [78], DC5 [79], DC8 et DC13 [80]—
[83] a été confirmée dans d’autres études cliniques menées en zone d’endémie par la mise en
¢évidence d’une surexpression de certains génes var du groupe A, B/A et des domaines
cassettes 4, 5, 8 et 13 dans les accés palustres graves [80]-[83], [88], [112]-[114], [116] mais
les résultats d’autres études sont contradictoires avec une surexpression possible des génes du
groupe B lors des formes de neuropaludisme chez des populations d’enfants en zone
d’endémie [88], [112], [116]-[118]. L expression préférenticlle de ces groupes de génes var
A et B lors d’un acces palustre grave serait liée aux modifications épigénétiques des régions
subtélomériques du génome de Plasmodium falciparum, engendrées par des facteurs de stress
de I’hdte qui stimulent ’expression de genes de la famille des sirtuins, tel que PfSir2a, codant

pour des enzymes histone-déacetylase [119]. Des études de profils transcriptionnels sur
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génome entier de souches de Plasmodium falciparum lors d’un accés grave avaient aussi
montré, au sein d’'un méme groupe clinique, des différences biologiques entre les souches en
termes d’adhésion, de réplication d’ADN, de multiplication parasitaire et de métabolisme

[120].

D’autres techniques d’investigations du répertoire des génes var dans une population donnée
ont été décrites pour essayer d’associer un profil d’expression a une situation clinique précise.
L’étude de I’expression et le séquengage de la région la plus conservée NTS-DBLla de
PfEMPI1 a permis d’impliquer le domaine protéique DBL1q, issu de I’expression des groupes
de genes var A et B/A, dans la pathogénése de I’accés palustre grave contrairement aux
domaines non DBL1a, produits de I’expression des groupes B et C, qui interviendraient dans
les formes hyperparasitémiques de ’accés palustre [96], [117]. Une classification de cette
région DBL1a en 6 groupes, basée sur la composition de sa structure proteique en cystéine et
PoLV, a permis de corréler ’expression de transcrits contenant les séquences des groupes 1 a
3 de DBL1a a celle des génes var du groupe A lors d’un accés palustre grave tandis que les
transcrits possedant les séquences des groupes 4 a 6 sont associes a 1’expression des génes B
et C lors des formes asymptomatiques [113], [121]. La meilleure connaissance du génome de
Plasmodium falciparum et le développement des techniques de bioinformatique ont permis
d’identifier, par des techniques d’alignements successives de séquences var, des Homology
blocks (HB) correspondant a des portions de sequences conserveées dans le génome
parasitaire. L’expression de ces HB a été corrélée, de maniere plus fine, a un contexte clinique
particulier ainsi qu’a un phénotype d’adhérence donné. Lors d’une étude, HB 54 et 171 ont
ainsi été associés a un tableau d’acces palustre simple et HB 219 a un accés palustre grave
avec rosetting contrairement a HB 204 qui serait associé a un acces grave sans phénotype de

rosetting [122].
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Le paludisme gestationnel est un bel exemple de la forte corrélation qui peut exister entre
I’expression préférentielle de certains génes var dans une situation clinique donnée. Alors que
les genes var des groupes A, B et C sont également exprimés dans le paludisme gestationnel,
leurs implications restent néanmoins mineures par une expression préférentielle dans le sang
périphérique par rapport a la microcirculation placentaire [123]. C’est le seul géne Var2, qui
est tres fortement associé au paludisme gestationnel et code pour un variant PfEMP1
possédant un phénotype d’adhérence pour le récepteur chondroitine sulfate (CSA) présent a la
surface des syncytiotrophoblastes placentaires responsable de la séquestration des globules
rouges parasités dans le placenta [123], [124]. La protéine PfEMP1 Var2csa codée par Var2
est peu variable et constitue aujourd’hui un candidat vaccin sérieux pour la prise en charge du

paludisme gestationnel.

Les autres genes monocopie peu variable Varl, Var3 et Var4 semblent étre exprimés de
maniére constitutive par Plasmodium falciparum et a I’heure actuelle aucune présentation

clinique n’a été associée a leur expression [109], [110].

2. Les mécanismes immunopathologiques
Les mécanismes de cytoadhérence ne peuvent expliquer a eux seuls les lésions vasculaires
observées lors d’un accés palustre grave. La présence de leucocytes, de plaquettes et d’autres
cellules inflammatoires au sein des amas de globules rouges séquestrés dans la
microcirculation capillaire, semble indiquer un réle délétére de la réaction inflammatoire
développée vis-a-vis de I’infection par Plasmodium falciparum via un déséquilibre de la
balance de sécrétion de cytokines pro et anti-inflammatoires [70], [125]. L’indépendance de la
séquestration parasitaire vis-a-vis de ces mécanismes immunopathologiques lors d’un accés
palustre grave n’est cependant pas totalement prouvée et il semblerait que ces 2 mécanismes

soient finalement intimement liés.
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Une des principales causes identifiées dans la littérature a 1’origine de ces mécanismes
immunopathologiques serait la production de toxines malariques qui aurait pour conséquence
une hyperproduction de cytokines pro-inflammatoires chez I’héte infecté. Néanmoins, la
reconnaissance de motifs antigéniques parasitaires tel que le motif protéiqgue DBLa de
PfEMPL1 par les lymphocytes CD4 [126]-[128] ou d’autres motifs antigéniques par les
récepteurs cellulaires Toll-Like Receptors (TLR) ou CD36 des macrophages, des plaquettes,
des cellules dendritiques et cellules Natural killer (NK) peut étre a 1’origine d’une réponse

pro-inflammatoire exacerbée [129]-[132].

Les toxines malariques sont des produits synthétises et sécretes par le parasite lors des stades
matures de son développement intra-erythrocytaire et notamment lors de la rupture du globule
rouge parasité par le schizonte. Les principales toxines malariques identifiées dans la
physiopathologie de 1’acces palustre grave sont la famille des protéines transmembranaires
ancrées a des residus glycosylphosphatidylinositol (GPI) [133] et les complexes
d’hémozoines (Hz) produits par le parasite lors de la détoxification de I’héme [67].
L’interaction des protéines GPI avec diverses cellules de I’immunité innée et adaptative, et la
phagocytose par les monocytes/macrophages de I’hémozoine libérée module la synthese des
médiateurs de I’inflammation. Méme si les cytokines pro-inflammatoires, tumor necrosis
factor-a (TNF-a), interféron gamma (IFN-v), interleukine-6 (IL-6), interleukine-2 (IL-2) et
interleukine-1 (IL-1) jouent un rdle précoce majeur dans le contréle de la multiplication
parasitaire, une hyperproduction de ces cytokines stimulée entre autre par la sécrétion des
toxines malariques, sans régulation par les lymphocytes T régulateurs (Treg) ni par la
cytokine anti-inflammatoire interleukine-10 (IL-10) [129], a un effet délétére pour 1’hdte

infecté [67], [129], [134].

Les principales conséquences sont une majoration de la symptomatologie clinique, une

dysrégularisation de certains mécanismes cellulaires mais également une déstabilisation de la
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réaction immunitaire nécessaire au contrdle du parasite par une régulation positive ou
negative de chemokines et cytokines pro- et anti-inflammatoires [134]. L’augmentation de la
sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a amplifie la symptomatologie de I’accés
palustre tels que les courbatures, les frissons, les nausées, les vomissements, les diarrhées et la
fievre via Dactivation de la cyclooxygenase de type 2 favorisant la production des
prostaglandines [134]. L hyperproduction d’IL-6 stimule le recrutement des leucocytes au
niveau du site d’infection ce qui peut avoir comme effet d’entrainer une boucle
d’amplification de la réaction inflammatoire. Les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et
IFN-y activent les cellules endothéliales vasculaires entrainant une augmentation de la densité
de recepteurs impliqués dans la cytoadherence a la surface des cellules ainsi que la
perméabilité de la paroi vasculaire [67], [134]. La corrélation entre une hyperproduction
cytokinique et un acces palustre grave a eté mise en évidence chez des cohortes de patients,
enfants et adultes, résidant ou non en zone d’endémie. Une augmentation des concentrations
plasmatiques d’interleukine 12 (IL-12) , IL-1, d’IL-6, d’IL-10, d’IL-2, de TNF-a, d’IFN-y,
d’interleukine 8 (IL-8), d’interleukine 4 (IL-4) et une diminution de production de tumor
growth factor 1 (TGF-B1) sont des facteurs favorisant la survenue d’un accés palustre grave
chez les personnes non exposées « naives » tels que les enfants en zone d’endémie et les
voyageurs par rapport a des populations adultes vivant en zone d’endémie [135]-[137]. Cette
réponse de type Thl favorisant la réponse immunitaire a médiation cellulaire semble
indépendante de I’age du patient infecté et serait plutdt liée aux premiers contacts avec
Plasmodium falciparum [135]. Cette réponse immunitaire extréme délétere pour I’organisme
de I’hdte est proche de celle décrite dans le syndrome de reconstitution immunitaire (IRIS)

[138].
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3. Conséquences de I’infection par Plasmodium falciparum

a. Au niveau cellulaire

La séquestration parasitaire dans la microcirculation des veinules post-capillaires entraine une
activation des cellules endothéliales vasculaires a 1’origine de nombreuses répercussions

physiologiques (figure 14).
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Figure 14: Principaux mécanismes physiopathologiques au niveau des cellules
endothéliales a I’origine de la rupture de la barriére endothéliale [125].

L’activation de ’endothélium vasculaire par contact direct avec le globule rouge favorise tout
d’abord un état pro-adhésif endothélial par une augmentation de la densité de récepteurs
impliqués dans le phénomene de cytoadhérence a la surface des cellules [139]. L’adhésion a

I’endothélium est également a l’origine de troubles de la coagulation par I’induction de
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I’expression du facteur tissulaire via 1’activation des cellules endothéliales, qui entraine
I’activation de la cascade de la coagulation avec une consommation des plaquettes. La
thrombopénie qui en résulte peut étre associée a une augmentation du risque hémorragique au

niveau des tissus touchés.

Cette altération de la cascade de la coagulation est également liée a un défaut de la voie
métabolique de la protéine C favorisant un état pro-coagulant fréquemment rencontré dans le
neuropaludisme. Ce déficit métabolique est en partie associé a 1’occupation des sites de
liaison de la protéine par la protéine PfEMP1 du globule rouge parasité mais également a une
perte des récepteurs EPCR a la surface des cellules endothéliales dont la répercussion est plus
importante dans les tissus cérébraux, liée a leur faible nombre de départ contrairement aux
tissus endothéliaux périphériques [92], [140]. La perte des EPCR membranaires cérébraux est
associée a un relargage de ces récepteurs sous forme soluble dont la quantite est corrélée a la
gravité de D’infection chez les enfants de moins de 5 ans en zone d’endémic [141].
L’activation des cellules endothéliales est ¢galement accompagnée de I’exocytose de corps de
Weibel-Palade libérant du facteur Von Willebrand de grande taille, son propeptide et de
I’angiopoietine-2 contenus dans ces structures [125]. Le facteur Von Willebrand de grande
taille a la capacité de se fixer a I’endothélium activé mais également de fixer des plaquettes
qui serviront de ponts via les récepteurs CD36 pour les globules rouges parasités [142]. La
formation de ce complexe globule rouge-plaquette-Von Willebrand consomme les plaquettes,
ce qui favorise encore la thrombopénie. L’élimination de cette structure de 1I’endothélium
entraine la consommation d’ADAMTSI13, protéase spécifique du clivage du facteur Von
Willebrand, potentiellement a 1’origine d’un processus de micro-angiopathies thrombotiques
[142]. Sous l’effet du VEGF, I’angiopoietine-2 posséde un effet sur la régulation de la

réponse inflammatoire, sur I’activation de 1’endothélium mais surtout sur son intégrité. Ainsi,
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I’angiopoietine-2 est considéré comme un marqueur de gravité car responsable de la rupture

de la barriére endothéliale.

En parallele, I’activation de cellules de I'immunité innée via la séquestration parasitaire et la
production de toxines parasitaires décrite précédemment sont a I’origine de la production de
cytokines pro-inflammatoires favorisant le recrutement et D’activation d’autres cellules
inflammatoires et de I’'immunité telles que les leucocytes, les plaquettes et les lymphocytes
cytotoxiques. Le passage dans la circulation générale de ces cytokines pro-inflammatoires
peut avoir des répercussions sur 1’érythropoiese dont les conséquences directes sont I’anémie
chez le sujet infecté [134]. L’activation des monocytes par le parasite stimule la production
importante de radicaux libres et de monoxyde d’azote (NO) dont les effets protecteurs de
départ sur ’endothélium vasculaire peuvent avoir un effet délétére, I’hyperproduction de la
synthése de NO via I’induction de la NO synthase (iNOS) par les cytokines pro-

inflammatoires dont le TNF-a peut rompre la barriére endothéliale [125], [129], [143].

Enfin, DPactivation de I’endothélium vasculaire, des plaquettes, des leucocytes et le
développement intra-érythrocytaire du parasite sont a I’origine de la production et de la
libération de microparticules (MP), fragments vésiculaires de la membrane plasmique des
cellules d’origine ou figurent les antigénes de surface. Ces MP produites lors de I’accés
palustre, dont la quantité est directement corrélée a la gravité du tableau clinique [144]-[147],
sont impliquées dans de nombreux mécanismes physiopathologiques: elles favorisent la
diminution de I’activité d’ADAMS 13 a I’origine de micro angiopathies thrombotiques [148],
modulent la réponse immunitaire pro-inflammatoire des macrophages et des polynucléaires
neutrophiles en augmentant la production en TNF-o [149], [150] et favorisent la
cytoadhérence des globules rouges parasités en transférant certains antigénes de 1’hdte a leur

surface [151].
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b. Au niveau clinico-biologique
La séquestration parasitaire au niveau des cellules endothéliales ainsi que les phénoménes de

rosetting et de clumping obstruent la microcirculation des veinules post capillaires réduisant
le flux sanguin au niveau des organes. Cette hypoperfusion d’organes peut avoir des
retentissements organiques importants notamment une nécrose des tissus en aval de la zone
atteinte qui peut étre localisée au niveau des tissus cérébraux ce qui caractérise le
neuropaludisme mais également au niveau rénale qui se manifeste par une insuffisance rénale
aigue oligurique dans 60-70% des cas mimant pathologiquement une nécrose tubulaire aigue,
ou au niveau du foie avec une cytolyse hépatique et une cholestase [11]. L’obstruction de la
microcirculation des tissus profonds est visible lors d’examens anatomopathologiques post-
mortem [11], [152]. L’activation du métabolisme anaéorobique de consommation du glucose
au niveau cellulaire liée a la diminution de I’apport d’oxygene aux tissus favorise deux
processus tres différents : du point de vue parasitaire, cet environnement anaérobique dans les
capillaires est favorable a la croissance parasitaire ce qui explique en partie, avec
I’échappement a la clairance splénique, les fortes parasitémies rencontrées dans les acces
palustres graves [66], de plus, la glycolyse anaérobique favorise la production d’acide lactique
et de corps cétoniques dans la circulation géenérale qui se traduit par une hyperlactatémie voire
une acidose métabolique, critéres biologiques fréquemment rencontrés dans 1’acces palustre
grave et fortement associés a la mortalité [11], [125], [138], [143]. L’acidose métabolique
peut également étre engendrée par un ensemble d’autres facteurs tel qu’un état de choc causé
par ’hypovolémie liée a la séquestration parasitaire, ’anémie sévere, ’altération des
propriétés rhéologiques des globules rouges non parasités, les convulsions récentes ou la
diminution de I’élimination des déchets métaboliques par le foie [11], [138]. L’acidose
métabolique générée par ces différents phénomenes peut étre compensée par une

hyperventilation correctrice qui, dans certains cas, peut se compliquer secondairement d’une
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dépression respiratoire aigue [143]. L’hyperventilation peut également étre majorée en cas

d’anémie sévere lors d’un acces palustre grave [143].

Pour se défendre et parer a la séquestration parasitaire a 1’origine de la survenue d’un acces

grave, I’hote a développé un ensemble de mécanismes immunologiques.

1. L’immunité anti-palustre
1. Dogme de I’acquisition de 'immunité naturelle

a. Historique

L’hypothése de I’existence d’une immunité anti-palustre protectrice avait déja été évoquée par
les colons européens en zone intertropicale en observant la resistance des populations locales
a ’infection palustre et cela avant méme la découverte de 1’agent infectieux du paludisme au
19°™ siécle [153]. En Indonésie, Robert Koch avait également remarqué une résistance
clinique des habitants locaux face a I’infection palustre qui maitrisaient davantage la
multiplication parasitaire avec 1’observation d’une plus faible parasitémie, ce qui lui avait fait
envisager 1’existence de mécanismes immunologiques a I’origine de cette protection [153]. En
1920, les bases de cette immunité protectrice furent posées décrivant une immunité batie sur
une exposition ininterrompue au parasite, de durée de vie courte, spécifique d’espéces et du
stade parasitaire et dépendant du degrés d’exposition [153]. L’utilisation de la malariathérapie
dans le traitement de la syphilis tertiaire a permis de démontrer par la suite qu’une
immunisation palustre induite par les injections répétées de souches de Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax et Plasmodium malariae est possible [153]. Néanmoins, cette
immunité anti-palustre est d’acquisition complexe et semble étre régie par trois principaux

facteurs.

b. Influence de I’4ge et du temps d’exposition au parasite

L’age est un des facteurs prépondérants pour I’acquisition de I’immunité anti-palustre en zone

d’endémie mais qu’il est parfois difficile de dissocier du temps d’exposition au parasite [154].
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Les enfants de moins de 5 ans sont considérés comme a risque de développer un acces
palustre grave du fait de ’absence d’une immunité palustre a cet age. Exposé durant toute
I’enfance en zone de forte endémicité, I’enfant va au départ rapidement mais progressivement
développer une immunité « anti-maladie », entre environ 3 mois et 5 ans, qui lui permettra de
mieux maitriser la symptomatologie liée a I’infection palustre et ainsi limiter I’apparition des
formes graves de la maladie. Par la suite, il développera dans un second temps une immunité
« anti-parasitaire » qui lui permettra de contréler le développement parasitaire et ainsi de
limiter la densité parasitaire. Enfin, une immunité dite de « prémunition » vis-a-vis de I’acces
palustre se développera a I’adolescence et chez 1’adulte associée au maintien d’une infection
asymptomatique sans fiévre avec de tres faibles densités parasitaires [153]. Cette immunité
demeure cependant non stérilisante et n’empéche pas une réinfection du sujet. De plus, cette
immunité est considérée comme de courte durée en 1’absence d’exposition continue au
parasite resoumettant les patients aux formes graves de I’infection quelques mois a quelques

années apres Iarrét de I’exposition.

Indépendamment du temps d’exposition au parasite, I’dge de ’hote reste un facteur important
pour le développement d’une immunité protectrice contre un large répertoire antigénique
[154]-[162]. Alors que le jeune enfant en zone d’endémie a besoin d’une exposition longue
pour développer une immunité palustre, il semblerait que les enfants dont I’exposition au
parasite est retardé de plusieurs mois par 1’administration d’un traitement
chimioprophylactique ou les adultes n’ayant jamais été exposés au parasite, développent
beaucoup plus rapidement une immunité protectrice vis-a-vis notamment des infections
graves, lorsqu’ils sont soumis a une forte exposition sur une courte durée. Cette protection est
plus ou moins associée a de forts taux d’anticorps et apparait quelque soit I’age de 1’hote
[154]-[158], [162] faisant suite aux premiéres infections qui apparaissent cependant plus

graves que celles constatées chez I’enfant exposé en continu [157], [158], [163]. Une des
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hypothéses de cette différence de vitesse de développement de I’immunité anti-palustre repose
sur la maturité du systéme immunitaire de I’h6te [156]. Contrairement aux patients adultes,
les enfants sont considérés comme immatures immunologiquement vis-a-vis du parasite
[156], [164]. Cette maturité immunologique semble coincider avec 1’apparition de la puberté
et la production de certaines hormones telle que le sulfate de dehydroepiandrosterone
confirmant que le passage a I’dge adulte est un événement indispensable pour I’acquisition

rapide d’une immunité anti-palustre efficace [164].

c. Influence des infections a répétition

L’acquisition d’une immunité anti-palustre en zone d’endémie est longue et met plusieurs
années a se développer avant de devenir protectrice contre les formes graves a 1’age adulte.
Par conséquent, les enfants en zone d’endémie doivent étre exposés durant toute leur enfance
afin d’acquérir une immunité protectrice. L’existence d’une variabilité importante de certains
antigenes de Plasmodium falciparum et le développement d’une immunité spécifique de la
souche infectante sont a 1’origine de cette acquisition longue et tardive [165], [166]. Les
infections répétées dés le plus jeune age permettent a I’hote de se constituer un répertoire
immunologique spécifiqguement dirigé contre les antigenes de la souche infectante mais
¢galement contre d’autres variants d’antigenes plasmodiaux de souches circulantes de la zone
endémique via une immunité croisee entre les souches présentant des épitopes communs pour
un phénotype de cytoadhésion donné. Ceci explique 1’acquisition « rapide » d’une immunité

Vis-a-vis d’un trés grand nombre d’antigénes de surface [153], [160], [167].

Cependant, la survenue d’un accés palustre grave ne semble étre due qu’a ’expression non
aléatoire d’un groupe restreint de génes var du groupe A et B/A codant pour un groupe
d’antigenes de surface conférant un avantage sélectif au parasite en terme de croissance et de
cytoadhérence. Cette hypothése fut confirmée notamment par Nielsen et al., qui mit en

évidence une reconnaissance rapide, par les anticorps de patients semi-immuns, des antigénes
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de surface exprimés par les parasites chez les enfants présentant une forme grave de la
maladie palustre [168]. D’autres études in vitro sur la réponse immunitaire protectrice vont
dans ce sens a travers 1’étude de la réaction immunitaire dirigée contre des antigénes de
surface recombinants, produits de ’expression de génes var du groupe A et B/A [169] tel que
le géne PF11_0008 [170]. Par conséquent, la construction d’une immunité protectrice contre
certaines formes graves de I’infection palustre semble étre plus rapide et apparaitrait aprés 1 a
2 infections [171]. Des lacunes dans le répertoire immunologique de I’hdte vis-a-vis de
I’expression de nouveaux variants antigéniques de Plasmodium falciparum ne permettent pas
un controle suffisant de la souche parasitaire ce qui est a I'origine de la réapparition de

symptomes de I’acces palustre [168], [172].

d. Influence de ’endémicité

L’endémicité de la zone impaludée est le troisieme facteur indispensable a 1’acquisition
naturelle d’une immunité efficace contre Plasmodium falciparum et reste complémentaire a
I’age et aux infections répétées. L importance d’une forte transmission palustre a été révélée
en comparant la rapidité d’acquisition d’une immunité protectrice en fonction de la zone
d’endémie. Alors que I’acquisition d’'une immunité protectrice indispensable pour le contrdle
de la multiplication parasitaire limitant la survenue des formes graves de I’infection apparait
plus rapidement dans les zones de forte transmission en Afrique subsaharienne et en Asie du
Sud-Est chez les enfants et chez I’adulte [161], [169], [173]-[175], I’accés palustre grave
touche encore des sujets adultes en Asie du Sud-Est ou la transmission palustre est saisonniére
et moins intense [153]. Ainsi, le développement d’une immunité anti-palustre est facilité pour
une forte transmission palustre qui favorise les infections répétées de 1’hdte, autre facteur

prépondérant [174].
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e. Cas particulier du paludisme d’importation

Les voyageurs non préalablement exposes a P. falciparum de méme que les migrants de
deuxieme génération et les expatriés originaires de zones non endémiques, sont considérés a
risque de présenter un accés palustre grave n’ayant pas développé d’immunité protectrice
[153]. On considére que les migrants de premiéere génération ayant été infectés de fagon
répétée avant leur migration, ont probablement développé une immunité protectrice.
Cependant, la durée de la persistance de celle-ci sans réexposition au parasite est inconnue. A
partir des études menées en France et en Europe chez des populations de migrants originaires
de zones d’endémie, ’hypothése d’une potenticlle immunité anti-palustre qui persisterait
méme plusieurs années sans exposition a eété émise [176]. Cette immunité a long terme avait
été suggérée au départ chez des adultes résidents dans d’anciennes zones d’endémies palustres
ou le parasite a ete réintroduit et qui ont conservé une immunité protectrice pendant plusieurs
années [177]. Cette protection vis-a-vis des acces palustres graves observée dans le paludisme
d’importation, serait assurée soit par des titres d’anticorps totaux [176] ou des taux d’IgG
élevés dirigés contre divers antigenes exprimes par des mérozoites de Plasmodium falciparum
[178], soit par une réponse cytokinique de type Thl efficace [135]. La persistance de cette
immunité protectrice semblerait étre due aux cellules B mémoire (MBC) [179], [180], mises
en évidence chez des voyageurs et migrants apres plusieurs mois ou années sans réexposition
a Plasmodium falciparum [181]. Cette hypothése a également relancé 1I’intérét et la nécessité
de découvrir un vaccin pour prémunir du paludisme grave. Cependant, certaines données de la
littérature sont contradictoires et ne semblent pas étre en faveur d’une immunité a long terme
chez ces populations du fait de I’observation de cas d’acces palustres graves chez les migrants

africains [15].

2. La réponse immunitaire dirigée contre PFEMP1

a. Le role des anticorps
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Les interactions entre le systéme immunitaire de 1’hote et Plasmodium falciparum sont des
processus complexes qui ne sont, pour la plupart, pas tous encore compris. 1l semblerait
néanmoins que la réponse immunitaire naturellement acquise vis-a-vis du parasite soit
majoritairement dirigée contre les stades parasitaires de la phase intra-érythrocytaire,
principaux responsables de la symptomatologie de la maladie. Des études préalables sur
I’immunité anti-palustre avaient mis en évidence le r6le protecteur du transfert passif
d’immunoglobulines a partir de sérums de sujets immuns vivant en zone d’endémie a des
sujets non immuns qui s’accompagnait d’un contrdle de la parasitémie et des signes cliniques
identifiant ainsi les anticorps comme un des principaux agents protecteurs de I’immunité
acquise [182]. De trés nombreux antigénes ont été identifiés comme cibles de la réponse
immunitaire humorale, exprimés a différents stades parasitaires : la circumsporozoite protein
des sporozoites (CSP), la merozoite surface protein (MSP) [183], I’associated merozoite
antigen-1 (AMA-1), I’erythrocyte binding antigen-1 (EBA-1), le Plasmodium falciparum
reticulocyte-binding protein homologue 5 (PfRH5) [184] ainsi que les variant surface antigen

(VSA) dont PFEMP1.

Leur insertion dans la membrane, leur exposition prolongée a la surface des globules rouges
parasités, zone d’interface hote-parasite, leur grande variabilité antigénique ainsi que leur role
majeur dans les phénomeénes de cytoadhérence et de séquestration parasitaire ont tout
naturellement désigné les VSA et notamment PfEMPL, la protéine majoritaire de ce groupe
antigenique, principales cibles de la réponse immunitaire protectrice. Cette hypothése fut par
la suite confirmée par la présence d’anticorps protecteurs variant-spécifique anti-PfEMP1 mis
en évidence dans une population d’enfants en Afrique [165]. Ces reésultats ont été confirmés
par des études in vitro qui révélérent que PfEMPL1, contrairement aux autres protéines VSA
telles que RIFINS, SURFINS et STEVOR, reste la principale cible antigénique de la réponse

immunitaire protectrice. La fixation des anticorps a PfEMP1 situé a la surface du globule
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rouge parasité est suivie d’une diminution de la symptomatologie clinique [185]. Cependant,

la trés grande variabilité des sequences protéiques de PfEMP1 caractérisée par une multitude

de domaines successifs et associée a différents phénotypes d’adhésion limite I’identification

d’épitopes potentiels, cibles des anticorps circulants anti-palustres protecteurs.

b. Les effets de la réponse immunitaire humorale lors de P’infection
palustre

Nous avons précédemment vu que Plasmodium falciparum, par la variabilité des génes
var codant pour les protéines de surface PfEMP1, pouvait échapper au systéme
immunitaire. Néanmoins, apres avoir constitu¢ un répertoire important d’anticorps vis-
a-vis de nombreux variants antigéniques, 1’hdte peut limiter la diversité antigénique
des PfEMPL1 en exercant une pression de sélection sur les antigénes de surface ce qui
empéche le parasite d’échapper a la réponse immunitaire et limite la variation de
phénotype de cytoadhérence de Plasmodium falciparum. Cette limitation de la
variabilit¢ des protéines PfEMP1 a notamment été décrite lors d’infections

asymptomatiques en zone d’endémie [186].

La constitution d’un large répertoire d’anticorps suite a I’exposition prolongée a une
population hétérogéne d’isolats de Plasmodium falciparum permet également de
limiter voire d’inhiber le phénomeéne de cytoadhérence via I’interaction entre les
anticorps et les protéines PfEMP1 a la surface des globules rouges parasités [187],
[188]. Dans un contexte de transmission hyperendémique, la présence d’anticorps
capables d’interagir avec certains domaines protéiques de PfEMP1 impliqués dans la
survenue d’un acces palustre grave tels que CIDR2p [170], DC5 [79], DC8 et DC13
[82] ou capables de désorganiser les structures de rosetting [188] via leur interaction
avec le domaine NTS-DBLI1a [167], [189], [190], a été considérée comme un facteur

de protection notamment vis-a-vis du neuropaludisme. Le domaine intracellulaire de
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PfEMP1, moins soumis a des variations de sequence que les domaines extracellulaires,

est également plus facilement reconnu par la réponse anticorps de 1’hdte [160].

e La formation d’un complexe PfEMPI-anticorps a la surface des globules rouges
parasites facilite également la clairance parasitaire en favorisant les mécanismes
d’opsonisation et de phagocytose par les cellules du systéme réticulo-endothélial
[187], [191]. Ce phénomene de phagocytose des globules rouges parasités, mis en
évidence in vitro, est préferentiellement rencontré pour les formes parasitaires matures
avec une forte densité en protéines PfEMP1 présentes a leur surface et semble étre
majoré en présence d’immunoglobulines G d’isotypes IgG1 et 1gG3 protecteurs chez
des patients immuns [192]. Dans une moindre mesure, I’élimination des globules
rouges parasités peut également étre liée a I’activation de la voie classique du

complément par les anticorps opsonisants [187].

3. Les effets immunomodulateurs de Plasmodium falciparum
Face a la réaction immunitaire développée par 1’hote suite a I’infection palustre, Plasmodium
falciparum a également mis en place certains mécanismes de résistance lui permettant de

contourner, de limiter voire d’inhiber cette réponse immunitaire protectrice.

Ses mécanismes d’échappement a cette réponse humorale se traduisent par exemple par une
diminution de la réactivité de la réponse lymphoproliférative et par un déficit en lymphocytes
circulants lors d’un acces palustre grave qui peuvent revenir a la normale en phase de
convalescence mais également favoriser une infection palustre ultérieurement chez certains
patients [193]. Ce risque accru de réinfection aprés un acces palustre grave a également été
décrit chez des enfants au Gabon dont la synthése et la persistance d’IgG générées apres un
acces palustre grave étaient modifiées laissant entrevoir une tolérance immunologique au

parasite chez ces enfants [194], [195]. L’altération des fonctions des lymphocytes B est
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¢galement un mécanisme utilisé par le parasite pour survivre chez I’hote : elle se traduit entre
autre par une activation polyclonale des lymphocytes B via le domaine CIDR1lo de
Plasmodium falciparum associée a une hyperproduction d’immunoglobulines non spécifique
lors d’un accés palustre grave [196]. Ce processus permet au parasite de retarder le
développement d’une réponse immunitaire humorale efficace et entraine en paralléle la
production d’autoanticorps dirigés contre divers antigénes de 1’hote infecté [196] qui peuvent
persister et étre a l’origine d’atteintes viscérales secondaires [197]. Les globules rouges
parasités induisent, au cours de la réponse inflammatoire, une augmentation de la sécrétion de
B cell activating factor family (BAFF), cytokine indispensable a la survie et a la
différenciation des lymphocytes B. Cette augmentation de production de BAFF plasmatique
est associée a la sévérité de I'infection et régule négativement I’expression des récepteurs
BAFF a la surface des lymphocytes ce qui réduit I’effet de cette cytokine, participe a
I’altération de la fonction des lymphocytes B [196], [198] et au développement d’une réponse

mémoire en favorisant la formation de cellules B mémoire atypiques [196].
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Chapitre 2 : Problématigue et objectifs de these

Le paludisme d’importation est une entité épidémiologique aux différentes présentations
cliniques plus ou moins associées au risque de mortalité, observée dans une population
hétérogene de patients, composée de voyageurs originaire de France ou de zone d’endémie,
d’adultes ou d’enfants, d’origine africaine ou caucasienne pour lesquels la notion d’un contact
antérieur avec Plasmodium falciparum est tres variable. De nombreuses études réalisées dans
le contexte de paludisme d’importation, en France ou en Europe, ont tenté¢ d’identifier les
facteurs de risque de développer un acces palustre grave dans cette population et ont permis
de mieux caracteériser les signes cliniques et biologiques trés fortement associés a la mortalité
dans I’accés palustre grave d’importation. Cependant, malgré I’utilisation du score de gravité
de ’OMS de 2000 [20] pour caractériser I’accés palustre grave, les patients étudiés dans les
différents travaux n’étaient pas équivalents aboutissant a des résultats discordants. Ainsi,
selon la méthodologie appliquée et les groupes de patients étudiés, 1’origine caucasienne des
patients [5]-[7], [25], [27], I’dge des patients [5]-[7], [23], [199], la zone d’endémie visitée
[6], [7] et le délai de prise en charge du patient [6], [7] semblent étre les principaux facteurs
de risque de la survenue d’un accés palustre grave d’importation. Le neuropaludisme [23]—
[27], ’;edéme pulmonaire [24], [26], [27], I’état de choc [23], [26], [27], I’acidose
métabolique [23], [25]-[27] et I’hyperparasitémie [5], [23], [25] restent les critéres de gravité
cliniques et biologiques les plus fortement associés a la mortalité dans le paludisme
d’importation. Néanmoins, ces précedentes études présentent certaines limites en ne prenant
pas en compte le statut sérologique des patients vis-a-vis de plasmodium, reflet de
I’exposition au parasite et potentiellement impliqué dans la protection vis-a-vis des formes
graves [62]. La description du nouveau biomarqueur parasitaire PfHRP2 plasmatique pour

caractériser ’acces palustre grave [56]-[58] a egalement permis de mieux classer les cas de
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paludisme grave chez les enfants en zone d’endémie mais, a ’heure actuelle, ce biomarqueur

parasitaire n’a pas été utilisé dans le paludisme grave d’importation.

Par ailleurs, ’expression de certains groupes de génes var semble étre fortement corrélée a la
présentation clinique chez les populations étudiées résidant en zone d’endémie. Alors que les
génes des groupes B et C sont davantage exprimés dans les formes simples et
asymptomatiques de I’infection chez les patients de plus de 15 ans [111], [112], un sous-
groupe restreint de genes var du groupe A et B/A, de structure plus ou moins conservée dont
ceux codant pour les domaines cassettes DC8 et DC13, est impliqué dans la survenue de
’atteinte neurologique liée a I'infection palustre grave chez I’enfant de moins de 5 ans en
zone d’endémie [80]-[83], [112]-[114], [116]. D’autres domaines cassettes des génes du
groupe A et B/A tel que DC4 et DC5 ont également été décrits mais leur implication semble
moindre et nécessite d’étre confirmeée [78], [79]. Ces observations sont néanmoins
contradictoires entre les différentes zones d’endémie (Afrique et Asie du Sud-Est) et les
groupes de patients étudiés (age, exposition) puisque certains génes du groupe B ont
également été retrouvés surexprimés dans les formes graves de I’infection a Plasmodium
falciparum [112], [118]. L’ensemble de ces données confirment la complexité des interactions
entre 1’hote et le parasite qui conditionnent I’expression des geénes var au cours de I’acces
palustre. Dans le cadre du paludisme d’importation, il n’existe a notre connaissance aucune
donnée publiée sur la nature et le niveau d’expression des génes var selon les catégories de
patients qui pourraient expliquer le panel de signes cliniques et biologiques observés. Les
données publiées sur I’expression de ces génes var et des domaines cassettes correspondants
n’ont pas été validées chez d’autres populations susceptibles a I’infection palustre grave telles

que les voyageurs et les migrants africains résidant en France.

La cytoadhérence, les phénomeénes de rosetting et de clumping sont a la base de la

séquestration parasitaire du globule rouge parasité, nécessaires a sa survie mais déléteres pour
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I’héte par la réduction du flux sanguin et I’hypoperfusion d’organes qui en résulte. Un trés
grand nombre de récepteurs de 1’hdte ont été décrits comme plus ou moins impliqués dans ce
mécanisme de cytoadhérence mais seuls CD36, ICAM-1 pour la cytoadhérence et les
phénoménes de rosetting ont été plus largement étudiés in vitro et fortement associés a la
survenue d’un acces palustre grave chez les enfants en zone d’endémie. Néanmoins, il n’y a
pas de données publiées sur les phénotypes de cytoadhérence des isolats de Plasmodium
falciparum dans le paludisme d’importation. La découverte récente de I’implication d’EPCR
dans la séquestration parasitaire lors du neuropaludisme a ¢largi le panel de récepteurs d’hote
impliqués dans ce phénomene et a relancé les recherches sur I’existence d’autres récepteurs
potentiellement impliqués dans la cytoadhérence et le rosetting. A notre connaissance, peu de
données existe sur I’interaction entre PfEMP1 et EPCR et peu d’études ont investigué la
cytoadhérence parasitaire sur ce reécepteur [91], [140]. L’étude du phénotype de
cytoadhérence des souches de Plasmodium falciparum dans un contexte de paludisme
d’importation permettrait d’explorer les mécanismes physiopathologiques a I’origine des
présentations cliniques de I’acces palustre. De plus, la cytoadhérence a EPCR n’a été que peu
¢tudiée dans ce contexte et n’a pas encore été validées chez des populations a risque

d’atteintes neurologiques.
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Obijectifs de la these

Mes travaux de thése se sont principalement focalisés sur I’analyse des facteurs d’hote et des

facteurs parasitaires impliqués dans le paludisme grave d’importation. Dans ce but, mes

travaux se sont articulés autour de 3 principaux objectifs :

Description des caractéristiques épidémiologiques, démographiques, cliniques et
biologiques des patients a risque de développer un paludisme grave d’importation.
Intérét du dosage de la PfHRP2 plasmatique et du calcul des biomasses parasitaires

pour la validation d’une nouvelle classification du paludisme grave d’importation.

Etude de I’expression des génes var et des domaines cassettes DC4, DC5, DC8 et
DC13 de P. falciparum dans les isolats collectés a partir des patients ayant présenté un
paludisme d’importation. L’objectif est d’identifier une expression particuliere de
genes ou groupes de génes var associée a un groupe a risque de développer un acces

grave versus un acces simple.

Caractérisation in vitro des phénotypes de rosetting et de cytoadhérence d’isolats de
Plasmodium falciparum sur les récepteurs CD36, ICAM-1, EPCR au cours de I’accés
palustre et corrélation de ces données avec le niveau d’expression des génes var des

méme isolats.

Cadre de ’étude

1. Réseau du centre national de référence du paludisme

L’ensemble de mes travaux de recherche se sont déroulés au laboratoire du CNR du

paludisme sur le site de I’hopital Bichat-Claude Bernard (Directrice : Professeur Sandrine

Houzé). La collecte des données épidémiologiques, cliniques et biologiques a été réalisée via

le réseau national de surveillance du paludisme d’importation organisé autour du CNR du

paludisme. Ce réseau, composé d’environ 80 correspondants hospitaliers en France
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métropolitaine, permet la surveillance des cas de paludisme d’importation, et chaque
correspondant assure, de maniére prospective, la notification des nouveaux cas de paludisme
d’importation diagnostiqués en France métropolitaine sur une base de données informatique
partagée et sécurisée [4]. Le préléevement sanguin ayant permis le diagnostic (JO) est envoyé,
parallelement, dans un délai optimal de 48 a 72 heures, au laboratoire du CNR du paludisme

pour expertise.

2. Diagnostic parasitologique au laboratoire du CNR
Le diagnostic d’espéce et la densité parasitaire sont déterminés a partir de chaque prélévement
sanguin JO par microscopie (frottis sanguin et goutte épaisse). La parasitémie est estimée en

nombre de parasites par pl en estimant un nombre moyen de globules rouges de 4.5.10%/pl.

En cas de tres faible densité parasitaire ou de discordance entre les techniques de frottis
sanguin et de goutte épaisse, une PCR nichée selon la technique décrite par Snounou et al.,
[44], [45] est réalisée pour le diagnostic d’espéce sur I’ADN parasitaire extrait a partir du

sang total.

Pour chaque prélevement JO, le plasma est récupéré apres centrifugation et conservé a -20°C

jusqu’a utilisation.

3. Critéres d’inclusion des échantillons/patients
Pour I’ensemble de ces travaux, les principaux critéres d’inclusion choisis ont été: patients ne
résidant pas en zone d’endémie palustre, a part les patients expatriés francais, avec des
données disponibles, infection par 1’espeéce P. falciparum confirmée par le laboratoire du
CNR du paludisme, échantillon sanguin JO disponible en quantité suffisante au laboratoire du
CNR et absence de traitement curatif dans les 30 jours précédents le diagnostic, confirmée par

le dosage plasmatique des principaux antipaludéens a JO.
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Les patients inclus pour les différents travaux de ce projet de these ont été classés en 3
principaux groupes : les migrants de premiére génération (MPG) (nés en zone d’endémie et
résidants en France), les migrants de deuxieme génération (MSG) (nés en France de parents
migrants et résidants en France) et les voyageurs/expatriés (nés en France et résidants en

France ou en zone d’endémie (expatri€s)).

Par ailleurs, les cas de paludisme ont également été classés en deux groupes : les acces
palustres graves (APG) définis selon la définition de I’OMS [20] et les accés palustres simples
(APS) définis par la présence de formes parasitaires circulantes accompagnées de fiévre, sans

aucun signe de gravite clinique et/ou biologique.

De plus, suivant les recommandations pour la prise en charge du paludisme d’importation en
France revues en 2007 [21], les cas de paludisme grave on été divisés en deux groupes : les
cas de paludisme « tres graves » (PTG) définis par une dysfonction d’organes, un état de choc
ou une hyperlactatémie et les cas de paludisme « graves » (PG) définis par la présence d’une
hyperparasitémie isolée ou associée a un ictére, une anémie ou une hémoglobinurie sans

atteinte d’organes, ni état de choc.
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RESULTATS



Chapitre 1

Limitation de la séquestration de P. falciparum apres pré

exposition au parasite dans le paludisme d’importation en France
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L’accés palustre grave a Plasmodium falciparum, potentiellement mortel chez les enfants de
moins de cinq ans en zone d’endémie, est principalement caractérisé par la séquestration dans
les organes profonds des globules rouges parasités. Ce phénomene est la conséquence de leur
cytoadhérence aux récepteurs des cellules endothéliales de 1’hote, médiée par une protéine
parasitaire, la Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 (PfEMP1). Une
exposition répétée aux antigénes de P. falciparum durant I’enfance permet le développement
d’une réponse immunitaire qui limite la séquestration parasitaire chez 1’adulte. Cette
immunité « de prémunition » reste néanmoins fragile et nécessite une exposition continue
pour se maintenir.

La France est le premier pays non endémique exposé au risque de paludisme d’importation en
Europe. Ces cas de paludisme sont observés dans une population hétérogéne de patients
composée de voyageurs et de migrants d’origine africaine et avec différentes présentations
cliniques plus ou moins associées a un risque de mortalité. L’ hypothése de 1’absence ou de la
perte de 'immunité « protectrice », qui pourrait expliquer la susceptibilité de ces populations
aux formes graves de I’infection palustre, est désormais controversee.

Les caractéristiques démographiques, épidémiologiques et immunologiques des populations
qui présentent un paludisme d’importation sont trés différentes des populations atteintes en
zone d’endémie et les facteurs de risque associés a la mortalité dans les accés palustres graves
importés sont peu connus.

L’objectif de cette étude était d’identifier les facteurs épidémiologiques, cliniques et
biologiques associés a la survenue d’un accés palustre grave dans le cadre du paludisme
d’importation. A partir de I’échantillon sanguin du diagnostic parasitologique initial regu au
CNR du Paludisme, les taux plasmatiques d’HRP2, biomarqueur parasitaire spécifiquement
sécreté par Plasmodium falciparum et le statut sérologique des patients ont été détermines.

Les données épidémiologiques, cliniques et biologiques des patients dont les échantillons ont
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été étudiés, ont été collectées via le réseau de correspondants hospitaliers du CNR du
paludisme. Les patients étaient des migrants de premiere génération, des migrants de
deuxiéme génération et des voyageurs/expatriés.

L’étude des données épidémiologiques, cliniques et biologiques de 333 patients infectés par
P. falciparum dans un contexte de paludisme d’importation, avait permis d’identifier des
différences d’age, d’origine ethnique, de pré-exposition au parasite, de statut sérologique, de
concentrations en HRP2 et de biomasse parasitaire entre les cas de paludisme grave versus les
cas de paludisme simple d’importation. Une biomasse parasitaire séquestrée ¢levée était un
facteur de risque de développer un acces palustre «trés grave » alors qu’une sérologie
positive était un facteur de risque de développer un acces palustre simple.

Ce travail avait mis en évidence ’importance de la pré-exposition a Plasmodium falciparum
dans le contexte du paludisme d’importation qui permettrait I’acquisition d’une protection vis-
a-vis de I’accés palustre grave en limitant la séquestration parasitaire. L hypothése d’une
protection a long terme contre les acces palustres graves a été suggérée par ces observations.
Un manuscrit pour la publication de ces résultats a éte soumis au journal Emerging Infectious

Diseases et la décision de I’éditeur est en attente (date de soumission : 17/03/2015).
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Abstract

French imported malaria is characterized by various clinical manifestations observed
in a heterogeneous population of patients, travelers and African migrants. In this population,
risk factors associated with high mortality in severe imported malaria are not well known. We
set out to identify epidemiological, clinical and biological features associated with very severe
malaria in these patients from patient data collected by the French National Reference Center
of Malaria (FNRCM). The influence of age, ethnicity, absence of previous infection with P.
falciparum, plasmodial serologic status, PfHRP2 plasma levels and parasite burden on severe
malaria onset was identified. High sequestered parasite burden is clearly associated with very
severe malaria forms while in uncomplicated malaria, “long-term” immunity, resulting from
preexposure to Plasmodium falciparum, appears to limit parasite sequestration, protecting

patients against severe malaria and mortality.
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Plasmodium infection represents a major public health problem in tropical regions
causing around 584,000 deaths with more than 90% of these occurring on the African
continent (1,2). Severe malaria is the consequence of parasitized red blood cell sequestration
(pRBC) in the microcirculation with cytoadherence via host endothelial receptors, mediated
by Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 (PfEMP1) (3,4). Repeat
exposure to P. falciparum antigens during childhood appears necessary to induce a non-
sterilizing antibody-mediated response against antigenic variants of PfEMP1, preventing
parasite sequestration in adults (5,6). However, this strain-transcending immunity is fragile,

maintained by continuous exposure (6).

Parasitic biomarkers, such as histidine-rich protein 2 (PfHRP2), have been evaluated
in Southeast Asia (3) and in Africa (7,8) to improve the definition of severe malaria in
malaria-endemic areas. Levels of PfHRP2, specifically produced by P. falciparum and
released by schizonts, appear to better reflect the total parasite biomass, including the

sequestered component, than parasite density in peripheral blood (3).

In 2013, approximately 4,100 imported malaria cases, 10% of which were severe cases
(0.46% mortality rate), were diagnosed in France, the most exposed non-malaria-endemic
country in Europe (9). These metropolitan French imported malaria cases were observed in
patients, travelers or migrants from malaria-endemic areas, adults and children. Depending on
various factors (10-12), patients present different clinical manifestations with or without
severe malaria, which vary in their association with mortality (13-16). Because of the absent
or waning immunity from lack of exposure to P. falciparum, travelers and African migrants
have long been considered susceptible to severe malaria (17), but this observation became

controversial with the hypothesis of “long-term” malarial immunity (18,19).
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Demographic, epidemiological and immunological features of imported malaria are
clearly different to those of endemic malaria and the resulting severe forms of malaria call
into question the relevance of the WHO criteria in imported severe malaria. Based on the
clinical description of cases (13-16, 20), we aimed to identify epidemiological, clinical and
biological features associated with severe or non-severe malaria, including evaluation of

PfHRP2 plasma levels and parasite biomass.

Methods:

Data sources and sample collection

This study was conducted in the French National Reference Center of Malaria
laboratory (FNRCM lab) at Bichat hospital, between 2010 and 2013. The FNRCM, through
its national network of hospital laboratories, monitors imported malaria in metropolitan
France by prospective notification of diagnosed malaria cases. For each case, demographic,
epidemiological, biological and clinical data are entered in a database by the corresponding
center, and the blood sample used for the initial parasitological diagnosis (DO sample) is
transmitted to the Bichat FNRCM lab. In our study, inclusion criteria were as follows:
patients not living in malaria-endemic countries except French expatriates with available data,
infection with P. falciparum species confirmed at FNRCM, D0 whole blood sample available
in sufficient quantity at the FNRCM lab, and no curative or preventive malaria treatment in
the 30 days before diagnosis, confirmed by plasma determination of main antimalarial drugs

at DO.

Laboratory procedures

Plasmodium species and parasite density were determined from DO samples on stained
thin and thick blood films. Parasitemia was expressed as number of parasites per pl assuming

a mean of 4,500,000 RBC/ul. In the event of low parasite density or negative thin blood
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smear, thick blood film combined with DNA extraction and nested-PCR (21) were performed.
DO plasma samples were stored at -20°C and used for antimalarial drug test, PfHRP2 assay

and serologic testing.

Study population

Included patients were classified into 3 main groups: first-generation migrants (FGM)
(born in malaria-endemic regions and living in France), second—generation migrants (SGM)
(born in France from migrant parents and living in France), and travelers/expatriates (T/E)
(born in France and living in France or in malaria-endemic regions). Malaria cases were
classified into 2 groups: severe malaria (SM) defined according to the WHO definition (2),
and uncomplicated malaria (UM) defined by the presence of asexual parasites and fever
without any severity criteria. In addition, following the recommendations for the management
of imported malaria in France reviewed in 2007 (20), SM cases were split into two groups:
very severe malaria (VSM) defined by organ dysfunction, shock and hyperlactatemia and
mild severe malaria (MSM) defined by the presence of isolated hyperparasitemia or
associated with jaundice, anemia or hemoglobinuria but without shock or organ failure (Table

1).

PfHRP2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay and estimation of total parasite biomass

PfHRP2 assays were performed with the Malaria Antigen Celisa® commercial kit
(Cellabs®; Brookvale, Australia), as recommended by the manufacturer, on DO diluted
plasma according to the initial parasite density. PfHRP2 was quantified with the calibration
curve obtained from three dilutions of the positive control. Samples with optical density

values outside the range of the calibration were retested at an adapted dilution.

Total parasite biomass was estimated from the plasma PfHRP2 value, as described by

Hendriksen et al. (8). Total parasite burden (Ptot) was estimated by the formula: Ptot = 7.3 x
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PfHRP2 (g/L) x (1-hematocrit) x body weight (kg) x 10™. The circulating parasite burden
(Pcirc) was calculated as follows: Pcirc = parasites/ul x 10° x blood volume. The blood
volume was defined as 0.08 x body weight (kg). The sequestered parasite biomass (Pseq)

corresponded to the difference between total and circulating parasite load.
Slide preparation and indirect immunofluorescence assay (IFA)

Presence and titers of total antibodies against Plasmodium spp. were determined by
IFA with schizonts of 3D7 P. falciparum strain as antigens and anti-human 1gG/A/M
(Biorad®; Hercules, California, USA) as conjugate. Plasma dilutions from 1:16 to 1:65,536
were tested. Slides were examined under blinded conditions by two experienced
microscopists. In the event of a discordant result, a third microscopist examined the slide in
question under blinded conditions. For statistical analysis, antibody titers were pooled with 0
corresponding to a negative serologic test result, 1:64, 1:256 and 1:1,024 to a positive

serologic test result and >1:4,096 to a strong positive serologic test result.
Statistical analysis

To achieve sufficient statistical power, we randomly selected a sample of
uncomplicated malaria cases to reach a roughly equivalent number to severe malaria cases.
For the descriptive analysis, quantitative variables were represented by mean and standard
deviation (SD) for normal distributions, and by median with the interquartile range [25%-
75%] for non-normal distributions. Categorical variables were evaluated according to size and
frequency. PfHRP2 and parasite biomass values were log-transformed. ANOVA and
Kruskall-Wallis tests were used to compare the relation between continuous variables and
groups when appropriated, x* and Fisher’s exact test for categorical variables between groups.
For all these tests, the difference was considered significant when p<0.05. All reported p

values are two-tailed. Bonferroni’s correction was performed for multiple comparisons
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between continuous variables and groups. Logistic regression was performed to determine
risk factors of positive serologic test results and severe malaria. Potential risk factors of these
outcomes and significant variables in univariate analysis (p<0.05) were tested in the model. A
sub-analysis using multiple linear regression was also performed to identify influential factors
of PfHRP2 and parasite burden. Statistical analyses were performed using STATA, version 12

(Stata corp®, College station, Texas, USA).

Results

Study population

333 P. falciparum imported malaria cases were included between 2010 and 2013.
These cases comprised 138 SM cases (41.4%) and 195 UM cases (58.6%). Study process and
sample management are presented in Figure 1. 215 patients were men (64.6%) and the mean
age was 37.3£16.3 years. 215 patients were FGM (64.6%), 66 were T/E (19.8%), and 52
SGM (15.6%) (Table 1). Imported cases of malaria came mainly from West (68.5%) (Benin,
Burkina Faso, Ivory Coast, Gambia, Ghana, Guinea, Mali, Niger, Nigeria, Senegal, Sierra
Leone, Togo) and Central Africa (26.4%) (Burundi, Cameroon, Central African Republic,
Congo, Gabon, Equatorial Guinea, Zaire, Chad). The remaining cases were distributed among
East Africa (1.5%) (Soudan, Uganda, Tanzania, Kenya, and Ethiopia), Indian Ocean (3%)
(Comoros, Madagascar), while a single case originated from Haiti, and another from Laos

(Table 1).

Clinical group characteristics

Clinical characteristics of the subgroups are presented in Table 1. According to our
classification criteria, the SM group included 55 VSM cases (39.9%) and 83 MSM cases
(60.1%). The median number of severity criteria at DO was 3 [2-5] and 1 [1-1] in the VSM

and MSM group respectively. In the VSM group, neurological disorders were observed in
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55% of cases and coma in 2%. Shock (31%), respiratory failure (13%), renal failure (27%),
hyperparasitemia (73%) and acidosis (13%) with hyperlactacidemia (31%) were also
observed alone or combined. Patients with MSM had hyperparasitemia (79%), clinical
jaundice and hyperbilirubinemia (58%) and severe anemia (5%). Patients in the SM group
were older than patients suffering from UM (p = 0.002) especially in the VSM group
compared to the MSM group (p = 0.013) and the UM group (p = 0.001) (Table 1). The
proportions of FGM, SGM and T/E differed according to malaria severity, with a high
proportion of FGM and SGM in the UM group whereas T/E were more common in the VSM
and MSM groups (p = 0.002) (Table 1). Previous reported history of malaria were more
frequent in UM than in VSM and MSM (p = 0.03) (Table 1). The delay between return from a
malaria-endemic area and onset of symptoms did not differ between clinical groups (p =
0.28), contrary to the time of management (p = 0.04). There was a gradual, significant
increase in platelets related to disease severity, from the VSM group to the UM group (p<0.01
after Bonferroni’s correction) (Table 1). Median parasite density was higher in SM than in

UM (p<0.01), but was similar between the VSM and MSM groups (p = 1) (Table 1).

PfHRP2 and parasite biomass determination

Quantification of PFHRP2 and calculation of parasite burden were performed for 315

patients including 132 SM cases (53 VSM and 79 MSM cases) and 183 UM cases (Figure 2).

LnPfHRP2 levels were higher in the SM group than in UM (7.2£1.9 ng/ml vs. 5.5+1.8
ng/ml respectively; p<0.001). Statistical differences were also found between the three
clinical subgroups (7.7£1.8 ng/ml vs. 7+£1.9 ng/ml vs. 5.4+1.8 ng/ml, respectively for VSM,
MSM and UM; p<0.001), as well as between VSM and UM (p<0.001) and MSM versus UM

(p<0.001) (Figure 2).
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Total (Ptot), circulating (Pcirc) and sequestered (Pseq) parasite burden were estimated
for 176 patients including 85 SM cases (37 VSM and 48 MSM) and 91 UM patients (Figure
3). Negative values were obtained in 35 patients (19.9%) through the limit of calculation
formula (3,8). Here, we assumed, as described (3), that patients had few or no sequestered
parasites and these negative values were considered 0 in Figure 3. Significant differences
were observed for total and circulating parasite burden between SM and UM groups (29.4+1.8
vs. 27.3£1.7 for LnPtot; p<0.001 and 28+1.2 vs. 25.9+1.1 for LnPcirc; p<0.001). Differences
in total, circulating and sequestered parasite burden were shown for LnPtot, LnPcirc and
LnPseq between VSM, MSM and UM clinical subgroups (p<0.03). Bonferroni’s correction
confirmed higher total and circulating parasite burdens in VSM (p<0.001) and MSM
(p<0.001) than in UM groups, with no difference being observed between VSM and MSM
(Figure 3). Unexpectedly, the sequestered parasite burden was similar in SM and UM (p =
0.3). Sequestered parasite burden was similar both between VSM and MSM groups and
between VSM and UM groups, but in both instances there was a trend (27.1+8.4 vs.

21.2+13.2; p =0.058 and 27.1+8.4 vs. 21.8+11.4; p = 0.054 respectively).

Serologic status

Total plasma antibodies were determined for 329 patients (Figure 1) and classified as
negative in 93 cases (28.3%), positive in 179 cases (54.4%), and strongly positive in 57 cases

(17.3%).

The proportion of negative (41.5% vs. 22.9%) and positive serologic test results (40.2% vs.
60.4%) differed between MSM and UM groups (p = 0.003) (Figure 4). By contrast, no
difference was found between VSM and UM groups (p = 0.72). With regard to malaria
exposure, the FGM group presented the highest proportion of positive and strongly positive

serologic test results as compared to the other two groups (both p<0.001) (Figure 5). To
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evaluate factors influencing serologic status, logistic regression with age class, clinical
subgroups and exposed patient categories confirmed the association of UM with positive
serologic test results (odds ratio 2.2 95% CI 1.2-4; p=0.008). In addition, SGM and T/E
groups were associated with negative serologic test results (odds ratio 0.3 95% CI 0.1-0.6; p =

0.002 and odds ratio 0.3 95% CI 0.2-0.5; p<0.001 respectively) (Supplemented Table S1).

Risks factors for clinical severity

We first performed a logistic regression to determine the risk factors associated with
very severe malaria. It demonstrated the influence of the burden of sequestered parasites

(odds ratio 1.1 95% CI 1.0-1.1; p = 0.014) in the VSM group (Table 2).

Because LnPfHRP2 and parasite burden had a major influence on clinical status, a
multivariate analysis was then performed to identify factors influencing PfHRP2 and parasite
burden values. Linear regression revealed a negative influence of the UM group on
LnPfHRP2, total and circulating parasite burden (both p<0.001) as well as negative serologic
test results for LnPfHRP2 (p = 0.004) and total parasite burden (p = 0.009) (Table 3). The
VSM group was associated only with a significant increase in sequestered parasite burden (p
= 0.01). There was a slight correlation between positive serologic test results and increased
circulating parasite burden (p = 0.049) whereas negative and positive serologic test results
were associated with a strong decrease in sequestered parasite burden (p = 0.005 and p =

0.009 respectively).

Discussion

Clinical presentations in severe imported malaria vary depending on patient
heterogeneity in terms of age, ethnicity and previous history of malaria (2,20). Through the
FNRCM network and database, we analyzed a cohort of imported severe and non-severe

malaria cases defined by the WHO criteria established in 2000 and still in force in France
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(2,13-16,20) reaffirmed in 2013 despite revision of those criteria by WHO in 2010 (22).
Subdivision into VSM and MSM groups allowed us to identify risk factors and implicated

biological mechanisms in susceptible populations.

SM patients, and particularly VSM patients, are older (>40 years) (10-13,23,24), and
differ in ethnicity (10-12,15,16), time of management (10,12), lack of previous history of
malaria (11) and thrombocytopenia (25). Although these parameters were identified
previously in imported malaria in France and Europe or in malaria-endemic regions, new
parameters are correlated to severe malaria. Platelet count is not a WHO severity criterion, but
we confirmed it is inversely correlated to the severity of infection particularly in older patients
or those not previously infected with P. falciparum (25). Conversely, high parasite density
showed no discrimination between VSM and MSM, suggesting it is not a risk factor for
severity, as previously suggested (11,13,15). These criteria need to be taken into account for

travel advice, and management of migrants and returning travelers.

Exposed patient categories are a known risk factor in severe imported malaria (10—
12,15,16) and T/E patients are most susceptible to VSM. Although genetic factors are implied
(11,12), absence of or low previous exposure to P. falciparum may represent the main risk
factor. Contrary to FGM and SGM, evidence suggests that “naive” patients cannot control
parasite multiplication (10-12,15,16) although data are contradictory (17,19). This hypothesis
is corroborated by a high incidence of reported prior history of malaria in UM, especially
among FGM, demonstrating a protective effect of previous exposure to P. falciparum against
VSM and MSM (11). In this hypothesis, SGM are considered an intermediate exposure group.
However, similar proportions of FGM and SGM in each clinical subgroup suggests that this
population that returns frequently to malaria-endemic areas to visit family and friends should
be frequently exposed to malaria at sufficient levels to confer protection against severe

malaria independent of age at time of exposure (6,26). With a mean age of 15.8+/-11.7 years,
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SGM have a mature immune system (27), so that age-related immunity is similar in all
exposed patient groups, as opposed to the history of previous exposure to P. falciparum.
These observations point toward rapid acquisition of protection against severe malaria in the
imported malaria context as described in malaria-endemic regions (28) where host age is the

main influential factor in naturally acquired immunity (29,30).

As previously described (3,7,8), PfHRP2 plasma concentrations correlated with the
severity of malaria infection, being highest in SM; total and circulating parasite burdens
follow the same trend (3,8). However, these markers behave similarly in VSM and MSM,
limiting their use in the differentiation of severe forms. This limitation has been observed and
discussed in a recent cohort of children in Africa, with the conclusion that mathematical
modeling used to calculate PfTHRP2 and parasite burden has limitations, and probably has to
be redefined for each P. falciparum strain and population studied (3,8). However, lack of
power of studies, variability in parasite virulence or other pathophysiological mechanisms
could also impede detection of differences between clinical groups (3,8,31). Because we used

the same methodology to estimate parasite burden, this bias likely also applies to our work.

Sequestered parasite burden is the only biomarker associated with severity and has an
independent course of development compared to PfHRP2 and other parasite markers. In
accordance with the work of Cunnington et al., (32) sequestered parasite burden is similar in
SM and UM in our imported malaria cohort, suggesting that parasite sequestration also occurs
in UM but different adhesion phenotypes could be involved (4). Multivariate analysis
confirms the influence of sequestered parasite burden on clinical group, and demonstrates that
VSM is correlated to a high sequestered parasite biomass compared to MSM and UM,
confirming the role of the sequestered parasite pattern in the clinical presentation of imported

malaria.
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We hypothesized that differential exposure to Plasmodium falciparum could originate
differences between clinical subgroups. Paradoxically, while positive or strongly positive
serologic test results for whole schizont stage are associated with mild malaria in the DO
sample, the VSM group also shows higher antibody titers, raising questions on the potential
protective role of preexposure and antibodies generated in SM (33). Antibody detection is a
useful biological tool for detecting previous exposure to Plasmodium spp. but not antimalarial
protection, although the presence of higher antibody titers in FGM is associated with less
frequent VSM. IFA provides quantitative but not qualitative information on the antibody
response. Based on this, antibodies in the UM group could reflect a mature immune response
against P. falciparum while an immature antibody response in the SM group would not
correlate to control of parasite multiplication. An association between high antibody
responses and protection against SM has been described in immigrant populations in Europe
(34). As expected, FGM present the highest antibody titers and the hypothesis of probable
“long-term” immunity in African people correlates with our results. Long-term protection
after leaving malaria-endemic areas has already been suggested in the imported malaria
context, but few biological data on immune responses are available (18,19) although studies
using new immunological techniques identified memory B cells in travelers secreting
antibodies many years after returning from malaria-endemic areas (35). As published (34),
our study confirms the persistence of a positive serologic status in migrants after previous
exposure to the parasite. By contrast, multivariate analysis identifies interactions between
serologic status and parasite biomass, antibody titers are correlated with Pcirc but mostly with
Pseq, where increased values are associated with increased antibody titers. This trend has
already been observed and the authors concluded on the existence of a “short-lived” immune
system requiring parasite stimulation to produce and maintain heterologous antibodies (36). In

our population, we hypothesize that preexposure to P. falciparum rapidly induces “long-term”
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immunity that prevents severe malaria by limiting sequestration or by favoring an adhesion
phenotype switch. A precise study of this antibody repertoire in imported malaria needs to be
conducted to better characterize panels of antibodies and major antigens conferring protection

in imported SM.

Our study utilizing the FNRCM network is subject to limitations. Recording of
imported malaria cases is estimated to be 52.4% complete, and the percentage of sample
transmission after notification was 79.4% in 2013, leading to possible underestimation of
certain clinical forms and categories of the exposed population in French imported malaria.
Moreover, restriction of inclusion criteria with negative drug plasma levels considerably
limits the number of patients, as chemoprophylaxis or self-medication were frequently
detected. Non-exhaustive information is sufficient for notification of imported malaria cases
to the FNRCM database, meaning that some data may not be available in some cases
preventing calculation of parasite burden (Figure 1). Determination of PfHRP2 was not
performed if sample volume was inadequate. Pediatric cases were not included in our study
because of insufficient blood sample volume, leading to skewed recruitment for the second

generation of migrant children with imported malaria (37).

In conclusion, our study of imported malaria confirms that the different clinical
presentations may be the result of sequestered parasite burden and sequestration phenotype.
Control of parasite sequestration by “long-term immunity” in migrant populations could result
from previous exposure to P. falciparum malaria. These observations reinforce the vaccine

possibilities for the prevention and treatment of severe malaria in susceptible patients.
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Table 1: Demographic, epidemiological, clinical and biological data from 333 imported malaria patients comprising 55 very

severe malaria, 83 mild severe malaria and 195 uncomplicated malaria cases from 2010 to 2013, France

SM* (n=138) UM* (n= 195) P value Total (n=333)
VSM* (n=55) MSM* (n= 83)
Demographic
data
Age (years)t 44.4 +17 36.3+14.8 35.7 £16.3 0.002 37.3+£16.3
Men 36 (65.4) 51 (61.4) 128 (65.6) 08 215 (64.6)
Women 19 (34.6) 32 (38.6) 67 (34.4) ’ 118 (35.4)
1% generation migrant 31(56.4) 50 (60.2) 134 (68.7) 215 (64.6)
2" generation migrant 5(9.1) 11 (13.3) 36 (18.5) 0.002 52 (15.6)
Travelers/expatriates 19 (34.6) 22 (26.5) 25 (12.8) 66 (19.8)
Epidemiological
data
West Africa 32 (58.2) 53 (63.9) 143 (73.3) 228 (68.5)
Central Africa 18 (32.7) 24 (28.9) 46 (23.6) 88 (26.4)
East Africa 1(1.8) 1(1.2) 3(1.5) 0.09 5(1.5)
Indian Ocean 3(5.4) 4 (4.8) 3(1.5) ' 10 (3)
Caribbean 0(0) 1(1.2) 0(0) 1(0.3)
Asia 1(1.8) 0 (0) 0(0) 1(0.3)
Clinical data
History of malaria§ 8 (21.6) 13 (19.4) 50 (35.7) 0.03 71 (29)
Immunosuppressionq 6 (11) 7(8) 7(4) 0.06 20 (6)
Onset of symptoms
3[0-8 3[0-8 3[0-9 0.28 3[0-9
(Gae)t [0-8] [0-8] [0-9] [0-9]
Time management
4[2-6 3[2-5 3[2-4 0.04 3[2-5
(Gaye)t [2-6] [2-5] [2-4] [2-5]
Neurological
dysfunction 30 (59) 0(0) 0(0)
Coma 1(2) 0(0) 0(0)
Shock 17 (31) 0 (0) 0(0)
Respiratory failure 7(13) 0(0) 0(0) NA NA
Hemorrhagic
syndrome 1@ 1@ 00
Hemoglobinuria 4(7) 7(9) 0(0)
Jaundice 19 (35) 12 (15) 0(0)
Biological data
fc';?;iﬁ)ti 37[21-69]  655[415-107.5]  96([64-142] 00001  815[47-127]
Parasitemia [13550'888_ [fgg'ggg_ 45,000 0.0001 72,000
(parasites/ul)t 720,000] 450,000] [18,000-72,000] [31,500-225,000]
Acidosis (pH<7.35) 7 (13) 0(0) 0 (0)
Hyperlactacidemia
(>2.2 mmoll) 27 (31) 0(0) 0(0)
hyperparasitemia
(180,000 parasite/yl) 40(73) 65 (79) 0(0)
Anemia
(Hb<8 g/dI) 3(5) 40 00 NA NA
Creatinine
(>265 umolll) 15(27) 0(0) 0(0)
Hypoglycemia
(<2.2 mmolll) 2(4) 0(0) 0(0)
Hyperbilirubinemia
(>50umol) 24 (44) 14 (58) 0 (0)
Severe criteriat 3 [2-5] 1[1-1] NA NA NA

* Imported malaria patients are classified into 3 clinical subgroups defined as uncomplicated malaria (UM) and 2 severe malaria

(SM) subgroups: very severe malaria (VSM) and mild severe malaria (MSM).

tNormally distributed variables are represented by their mean + standard deviation (SD) contrary to the remaining data which

are presented as absolute numbers (%). NA, not applicable.

IVariables of non-normal distributions are represented as median [25th percentile—75th percentile]. The onset of symptoms

corresponds to the number of days between the return from endemic regions and the onset of clinical symptoms. The time of
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management corresponds to the number of days between the onset of symptoms and the biological diagnosis in hospital

centers. In our cohort, start of treatment corresponds to the day of the biological diagnosis.

8existence of a prior reported malaria infection

fimmunosuppressive  status  includes  HIV  infection  (95%) and iatrogenic  immunosuppression  (5%).
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Table 2: Relationship between very severe malaria and sequestered parasite burden by logistic regression in French imported

malaria, 2010-2013*

VSM Variable OR [95% CI] P value
age 1.03 [1.0-1.1] 0.06
FGM 1.00 (reference)
SGM 0.9 [0.2-3.9] 0.9
TIE 1.9 [0.8-5.0] 0.17
Strongly positive serologic test result 1.00 (reference)
positive serologic test result 14 [0.4-4.8] 0.6
negative serologic test result 1.6 [0.5-4.8] 0.44
LnPseq 11 [1-1.1] 0.014

*the logistic regression was performed on 176 patients. Age, malaria exposure (first generation of migrant (FGM),
second generation of migrant (SGM) and travelers/expatriates (T/E)), serologic test status (negative, positive and
strongly positive serologic test result) and log-transformed sequestered parasite burden (LnPseq) were selected as
potential risk factors after univariate analysis. FGM and strongly positive serologic test result were chosen as
reference. Age and LnPseq were treated as continuous variables. LnPfHRP2, LnPtot and LnPcirc were not included in
this model because of an interdependent relationship revealed by a correlation matrix (Supplemented Table S2).

Significance was set to p value<0.05. OR, odds ratio; Cl, confidence interval.
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Table 3: Factors related to PfHRP2, total parasite burden (Ptot), circulating parasite burden (Pcirc) and sequestrated parasite

burden (Pseq) by linear regression in French imported malaria, 2010-2013*

Variable Coefficient Standard error P value
LnPfHRP2
Age 0.0007 0.008 0.93
Clinical subaroup (reference: MSM)
VSM group 0.6 0.33 0.085
UM group -1.6 0.25 <0.001
Exposed patient group (reference: FGM)
SGM group 0.43 0.35 0.22
T/E group 0.53 0.28 0.06
Seroloaic status (reference: strong positive serologic test result)
Positive serologic test result -0.34 0.28 0.23
Negative serologic test result -0.96 0.33 0.004
LnPtot
Age 0.002 0.01 0.83
Clinical subaroup (reference: MSM)
VSM group 0.5 0.4 0.23
UM group -1.7 0.32 <0.001
Exposed patient aroup (reference: FGM)
SGM group -0.3 0.45 0.52
T/E group 0.3 0.4 0.48
Seroloaic status (reference: strong positive serologic test result)
Positive serologic test result -0.7 0.39 0.08
Negative serologic test result -1.1 0.43 0.009
LnPcirc
Age 0.02 0.007 0.01
Clinical subaroup (reference: MSM)
VSM group -0.15 0.25 0.55
UM group -2.1 0.2 <0.001
Exposed patient group (reference: FGM)
SGM group -0.34 0.28 0.23
T/E group 0.12 0.23 0.6
Serologic status (reference: strong positive serologic test result)
Positive serologic test result 0.5 0.3 0.049
Negative serologic test result 0.5 0.3 0.052
LnPsea
Age -0.08 0.07 0.23
Clinical subaroup (reference: MSM)
VSM aroup 6.5 2.5 0.01
UM group 1.2 2.1 0.57
Exposed patient aroup (reference: FGM)
SGM group -0.4 2.9 0.9
T/E group 1.9 2.4 0.4
Seroloaic status (reference: strona positive seroloaic test result)
Positive serologic test result -6.7 2.5 0.009
Negative serologic test result -7.8 2.8 0.005

*The linear regression was performed on 176 patients, and age, clinical subgroup (very severe malaria (VSM), mild severe
malaria (MSM), uncomplicated malaria (UM)), exposed patient group (first generation of migrant (FGM), second generation of
migrant (SGM), travelers/expatriate (T/E)) and serologic status (negative, positive, strongly positive serologic test result) were
selected as potential factors after univariate analysis. MSM group, FGM group and strongly positive serologic test result were

chosen as reference. All parasite burdens are log-transformed for statistical analysis. Significance was set to p value<0.05.
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333 patients included with complete demographic,
epidemiological, clinical and biological available data at
DO:

e 138 severe malaria (SM)
= 55 very severe malaria (VSM)
= 83 mild severe malaria (MSM)
e 195 uncomplicated malaria (UM)

4 plasma samples unavailable
or with insufficient volume at DO

329 plasma samples for serological test by IFA:
e 137 severe malaria (SM)
= 55 very severe malaria (VSM)
= 82 mild severe malaria (MSM)
e 192 uncomplicated malaria (UM)

14 plasma samples with
insufficient volume

315 plasma samples for the determination of PfHRP2
by ELISA assay:
e 132 severe malaria (SM)
= 53 very severe malaria (VSM)
= 79 mild severe malaria (MSM)
e 183 uncomplicated malaria (UM)

[ 192 available hematocrit data ]— _[ 184 available patient weight data ]

176 patients with total parasite biomass
values:
o 85 severe malaria (SM)
= 37 very severe malaria (VSM)

= 48 mild severe malaria (MSM)
e 91 uncomnlicated malaria (LJM)

Figure 1: Flow chart representing the analysis process of included patient samples in the

FNRCM laboratory of Bichat hospital from 2010 to 2013.
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Figure 2: Log-transformed plasma levels of PfHRP2 (LnPfHRP2) for the VSM, MSM and
UM group. Quantitative plasma level of PfTHRP2 was determined on 315 DO plasma samples
by enzyme-linked immunosorbent assay. (*) corresponds to a significant difference with p

<0.05.
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Figure 3: Representation of the log-transformed total parasite burden (LnPtot), circulating
parasite burden (LnPcirc) and sequestrated parasite burden (LnPseq) respectively in the VSM
(red box plot), MSM (orange box plot) and UM group (white box plot). Parasite biomass was
estimated for 176 patients using a mathematical approach as described (8) with quantitative
plasma levels of PfHRP2 (g/l) determined by enzyme-linked immunosorbent assay,
hematocrit (%), patient body weight (kg) and parasitemia (parasites/pl) on DO sample. (*)

corresponds to a significant difference with p <0.05.
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Figure 4: Proportion of serologic status groups in each clinical subgroup. As described
previously, negative serologic test result (antibody titer equal to 0) (white box), positive
serologic test result (antibody titer between 64 and 1,024) (gray box) and strong positive
serologic test result (titer superior or equal to 4,096) (black box) determined by IFA are
represented in percent (%) for each clinical subgroup, very severe malaria (VSM), mild severe
malaria (MSM) and uncomplicated malaria (UM) as defined previously. (*) corresponds to a

significant difference with p <0.05.
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Figure 5: Proportion of serologic status groups in each exposed patient group. As described
previously, negative serologic test result (antibody titer equal to 0) (white box), positive
serologic test result (antibody titer between 64 and 1,024) (grey box) and strong positive
serologic test result (titer superior or equal to 4,096) (black box) determined by IFA are
represented in percent (%) for each exposed patient group, first-generation migrant (FGM),
second-generation migrant (SGM) and travelers/expatriates (T/E) as defined previously. (*)

corresponds to a significant difference with p <0.05.
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Chapitre 2

Analyse de I’expression des génes var et de domaines cassettes

dans le contexte du paludisme d’importation
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Les protéines PIEMP1 sont les facteurs parasitaires a ’origine de la séquestration des
globules rouges parasitées par P. falciparum, par leur interaction avec les récepteurs des
cellules de I’hdte. Ces protéines sont composées d une succession de domaines DBL et CIDR
codées par une famille de geénes aux séquences hypervariables: les génes var. Leur
localisation chromosomique, leur sens de transcription et la nature de leur région promotrice
ont néanmoins permis de les classer en groupes A, B, C, Varl, Var2csa, Var3 et en 2 groupes

intermédiaires B/A et B/C.

La surexpression des génes var des groupes A et B/A ainsi que de certaines régions codant
pour des domaines cassettes (DC) de PfEMP1 a été décrite dans le neuropaludisme in vivo
dans des populations d’enfants en zone d’endémie et confirmées in vitro a partir de souches
de Plasmodium falciparum. DC8 et DC13 semblent étre les motifs protéiques les plus
impliqués dans le neuropaludisme mais DC4 et DCS5, plus récemment décrits, semblent
également participer a la survenue d’un acces palustre grave. L’étude de I’expression de ces
genes var présente néanmoins des résultats contradictoires en fonction de la population
¢tudiée et la surexpression des genes du groupe B a également été décrite dans 1’acces

palustre grave.

La majorité des données publi¢es a été obtenue a partir d’études faites sur des populations
d’enfants résidant en zone d’endémie et présentant un tableau clinique de neuropaludisme, ce
qui rend difficile la transposition de ces données aux patients présentant un paludisme
d’importation, d’age variable, avec différentes présentations cliniques. A notre connaissance,
il n’existe aucune donnée publiée sur I’expression des génes var et DC dans le contexte du

paludisme d’importation.

L’objectif de cette étude était d’étudier le profil d’expression des genes var et des domaines

cassettes DC4, DC5, DC8 et DC13 puis d’analyser les résultats en fonction de critéres
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cliniques, épidémiologiques et biologiques afin de rechercher la surexpression de certains
génes associée au paludisme grave d’importation dans cette population hétérogéne de

patients.

La collecte des données épidémiologiques, cliniques et biologiques a été effectuée via le
réseau de correspondants hospitaliers du CNR du paludisme; les patients étaient des migrants
de premiere génération, des migrants de deuxiéme génération et des voyageurs/expatriés.
L’¢tude de I’expression relative des genes var et I’estimation des unités transcrites des DC ont
¢té réalisées a I’aide de couples d’amorces spécifiques. Les niveaux d’expression des genes
ont ¢été comparés selon la présentation clinique de 1’acces palustre, 1’origine ethnique des
patients ou les statuts sérologiques. Une analyse factorielle de données mixtes et une
clusterisation des patients ont été ensuite réalisées pour confirmer les résultats obtenus

précédemment.

L’étude de I’expression des génes var et des domaines cassettes DC4, DC5, DC8 et DC13
dans une population de 151 patients révélait une expression variable de ces géenes en fonction
des groupes de patients étudiés. Alors que BC1 et Varl étaient surexprimes dans les acces
palustres simples, C1, Var2csa et CIDRal.6 étaient surexprimés dans les populations de
migrants d’origine africaine. L’analyse factorielle avait permis de confirmer ces résultats et
d’identifier les groupes de génes var A, DC4, DC8 et DC13 comme impliqués dans la

survenue d’un acces palustre grave d’importation.

Cette étude était la premiére a mettre en évidence la surexpression des génes des groupes A et
des domaines cassettes DC4, DCS8 et DC13 dans le paludisme grave d’importation chez une
population hétérogeéne de patients en termes d’age, de présentation clinique, d’origine
ethnique et de statut sérologique en provenance de différentes zones d’endémies palustres. La

confirmation de la surexpression de ces genes dans 1’acces palustre grave est en faveur d’une
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expression non aléatoire de ces génes en fonction de facteurs d’hotes et renforgait I’intérét

pour ces domaines cassettes dans 1’objectif d’un potentiel candidat vaccin.

Les données issues de ce travail donneront lieu a un article qui est actuellement en cours de

rédaction.
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Introduction :

L’acces palustre a Plasmodium falciparum est une infection potentiellement mortelle en zone
intertropicale notamment chez les enfants de moins de cinq ans. Responsable d’environ
600.000 morts en 2013 dont 90% en Afrique subsaharienne [1], Plasmodium falciparum
représente également une menace pour les pays occidentaux d’Europe ou les Etats-Unis par
I’importation de cas de paludisme facilitée par le développement des échanges commerciaux
et du tourisme [2]. L’acces palustre a P. falciparum est fortement associé au risque de
mortalité notamment chez le voyageur revenant de zone d’endémie [5]-[7], [25], [27]. Cette
susceptibilité a I’infection palustre chez ces populations de voyageurs est la conséquence de la
« naiveté » de leur systéme immunitaire vis-a-vis de Plasmodium falciparum [15], [153],
[166], [174], [176], liée a I’absence d’une pré-exposition au parasite deés le plus jeune &ge et
souvent associée a 1’origine ethnique du patient, de I’accumulation de facteurs de comorbidité
dont ceux liés a I’dge des voyageurs et migrants [5]-[7], [23], [163], [199], et enfin du
possible retard de prise en charge spécifique de ces patients par des praticiens peu habitués a

traiter ce type d’infection d’origine tropicale [6], [7].

La séquestration des globules rouges parasités dans la microcirculation capillaire reste le
principal mécanisme impliqué dans la survenue d’un acces palustre grave et résulte de
I’interaction entre des récepteurs cellulaires de I’hote et la protéine parasitaire Plasmodium
falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 (PfEMP1) composée d’une succession de
domaines protéiques DBL et CIDR, exprimée a la surface du globule rouge parasité [72],

[75], [76], [85].

Une soixantaine de génes, appartenant a la famille des génes var, code pour ces protéines
PfEMP1. L’hypervariabilit¢ des séquences génomiques des geénes var, due aux

recombinaisons géniques multiples, entraine une variation de la séquence des protéines
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PfEMP1 favorisant I’échappement du parasite a la réponse immunitaire de I’hote infecté ainsi
que des modifications dans le phénotype de cytoadhérence [67], [101], [102], [105], [106].
Les genes var ont été classés selon leur localisation chromosomique, leur sens de transcription
et la nature de leur promoteur en différents groupes : A, B, C, Varl, Var2csa et Var3 ainsi
qu’en 2 groupes intermédiaires B/A et B/C [108]. Alors que I’expression des génes du groupe
B et C semble étre associées a des accés « simples » et aux infections asymptomatiques en
zone d’endémie [111]-[113], la surexpression des genes du groupe A et B/A a été décrite
dans I’accés palustre grave in vivo chez des populations d’enfants en zone d’endémie [96],
[112], [113], [116], [117] et lors d’études post mortem dans différents tissus dont les tissus
cerébraux [115], [200]. Ces résultats ont été également obtenus dans des études in vitro apres
sélection de souches de Plasmodium falciparum sur tissus endothéliaux cérébraux [114].
Néanmoins, certains résultats restent contradictoires et une surexpression des génes du groupe

B a également été observée dans 1’accés palustre grave [112], [118], [200].

L’augmentation du nombre de transcrits des génes var codant pour certains domaines
proteiques conservés entre plusieurs séquences de PfEMP1 [77], appelés les domaines
cassettes (DC), a également été identifiée in vitro a partir de souches de Plasmodium
falciparum sélectionnées [78]—[81] et in vivo chez des populations d’enfants présentant un
acces palustre grave [82], [83]. Parmi I’ensemble de ces domaines cassettes, DC8 et DC13
semblent étre les motifs protéiques les plus directement impliqués dans la séquestration
parasitaire associée au développement d’un tableau de neuropaludisme [80]-[83]. Cependant,
d’autres DC tel que DC4 et DCS5 ont par la suite été décrits comme également associés a des

phénotypes de cytoadhérence impliqués dans les accés palustres graves [78], [79].

L’expression variable et parfois discordante de ces groupes de genes var en fonction de la
population étudiée, réveéle une interaction complexe entre I’hote et le parasite dont découle

une physiopathologie particuliere. Les genes var et les domaines cassettes n’ont
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principalement été étudiés que chez des enfants présentant un tableau clinique de
neuropaludisme dans une zone d’endémie délimitée géographiquement ce qui peut
correspondre a un répertoire restreint de clones de parasites circulants et ce qui rend difficile
la transposition de ces données dans le paludisme d’importation. L’étude de la variation
d’expression de ces genes var et DC dans d’autres populations présentant différentes formes
cliniques de paludisme permettrait de mieux comprendre la physiopathologie de I’accés grave
versus I’acces simple. A notre connaissance, aucune ¢tude d’expression des genes var n’a été
menée dans le cadre du paludisme d’importation chez des patients non résidents des zones
d’endémie mais exposés au risque de développer un accés palustre grave, tels que les
voyageurs et les migrants. A travers le CNR et son réseau de surveillance du paludisme
d’importation en France métropolitaine, sur les prélevements transmis dans ce contexte, nous
avons ¢étudié I’expression des génes var et des régions codant certains motifs protéiques des
domaines cassettes DC4, DC5, DC8 et DC13 de Plasmodium falciparum. L’analyse des
résultats a été faite en tenant compte des critéres cliniques, épidémiologiques et biologiques.
L’objectif de la comparaison du niveau d’expression de ces genes suivant ces facteurs d’hote,
influencant la présentation de la maladie, est de mettre en évidence des profils d’expression
potentiellement impliqués dans 1’acces palustre grave d’importation chez cette population

hétérogene de patients.

Matériels et méthodes :

Echantillons inclus

Ces travaux ont été réalisés au laboratoire du CNR sur le site de I’hopital Bichat-Claude
Bernard entre 2011 et 2013 sur les prélévements d’un sous groupe de patients issus de la
cohorte de cas de paludisme d’importation préalablement décrite dans nos précédents travaux.

Pour chaque patient, le recueil des données cliniques, épidémiologiques et biologiques a été
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effectue, selon les mémes modalités que celles précédemment mentionnées, par le réseau de
correspondants du CNR via la base de données informatiques partagée et sécurisée. Pour cette
étude, les critéres d’inclusions des échantillons étaient : données épidémiologiques, cliniques
et biologiques disponibles pour les patients ne résidant pas en zone d’endémie palustre
excepté les expatriés, infection par P. falciparum seul a une parasitémie supérieure a 4500
parasites/pl confirmée au laboratoire du CNR sur le prélévement de sang total ayant servi au
diagnostic et disponible en quantité suffisante ainsi qu’une absence de prise d’une
chimioprophylaxie efficace ou d’un traitement curatif dans les 30 derniers jours confirmée par

un dosage plasmatique des principaux antipaludiques sur le préléevement JO.

L’ensemble des techniques utilisées pour le diagnostic du paludisme au laboratoire du CNR

ont été decrites dans les objectifs de mes travaux et dans 1’étude précédente.

Prétraitement des échantillons

Apreés centrifugation, le plasma du JO est congelé a -20°C jusqu’au dosage des antipaludiques
et la réalisation de la serologie anti-palustre. Le culot de globules rouges parasites est lavé 3
fois au RPMI, déleucocyté par aspiration du buffy coat a la propipette aprés le troisieme
lavage et mélangé avec du Trizol® Reagents (Life Technologies®, Carlsbad, California,
USA) a une proportion de 5 volumes de Trizol® par volume de culot globulaire parasité avant

d’étre congelé au -80°C.

Classifications des patients

Comme décrit précédemment, les patients ont été catégorisés en 3 groupes d’exposition tels
que les migrants de premicre génération (MPG) (nés en zone d’endémie mais résidants en
France), les migrants de deuxieme génération (MSG) (nés en France de parents migrants et
résidants en France) et les voyageurs/expatriés (nés en France et résidant en France ou en

zone d’endémie (expatriés)). La classification clinique utilisée dans les travaux antérieurs a
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également été conservée et comprend 3 groupes : les cas de paludisme « trés grave » (PTG),

les cas de paludisme « grave » (PG) et les cas d’accés palustre simple (APS).

Test sérologique par immunofluorescence indirecte (IFI)

La méthodologie est la méme que précédemment citée : la détection des anticorps totaux anti-
palustre et la détermination de leur titre sont réalisées par IFI sur antigénes figurés de
schizontes d’une souche de 3D7 de Plasmodium falciparum a I’aide d’un conjugué anti-
IgG/A/M humaine (Biorad®; Hercules, California, USA). Pour faciliter ’exploitation des
résultats, les titres d’anticorps obtenus ont été classés en trois groupes : le titre O correspond a
une sérologie négative, les titres 1 :64 ; 1 :256 et 1 :1024 a une sérologie positive et les titres >

1 :4096 a une sérologie fortement positive.

Extraction d’ARN et RT-PCR

L’extraction d’ARN est effectuée, selon les recommandations du fabricant, a partir du culot
de globules rouges parasités mélangé avec du Trizol® Reagents (Life Technologies®,
Carlsbad, California, USA). 1 pg d’ARN extrait est par la suite trait¢é par la DNase I,
Amplification Grade® (Life Technologies®, Carlsbad, California, USA) pour éliminer les
risques de contamination par de I’ADN humain avant la réaction de RT réalisée avec le kit

commercial Superscript® VILO™ (Life Technologies®, Carlsbad, California, USA).

Expression des géenes var et des domaines cassettes

Pour étudier I’expression des groupes de génes var dans notre population, 12 couples de
primers (A1, A2, A3, B1, B2, C1, C2, BC1, BC2, varl, var2csa et var3) préalablement décrits
par Rottmann et al., [116] (Tableau 3) ont été choisis avec le géne séryl-tRNA synthétase
(couple de primers p90) comme contrdle endogéne. La réaction de RT-PCR est réalisée dans

un mélange de 15pul, incluant 0.5 pl d’ADNc, 7.5 pl de Power SYBR® green PCR Master
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Mix (Life Technologies ®, Carlsbad, California, USA) et 250 nM de primers, sur un appareil
de PCR en temps réel ABi 7500 (Life Technologies®, Carlsbad, California, USA). Les
conditions d’amplification PCR se composent d’un cycle d’incubation de 10 minutes a 95°C
suivi de 40 cycles d’amplification de 30 secondes a 95°C, 1 minute a 54°C et 30 secondes a
66°C. L’efficacité de I’amplification PCR (E), évaluée pour chaque couple de primers, est
comprise entre 1.7 et 1.99. Pour les échantillons chez lesquels un Ct > 35, ’expression du
géne est considéré comme nulle afin de rester dans les limites de linéarité déterminées lors de
I’évaluation de I’efficacité des couples d’amorces. La spécificité de ’amplification PCR est
évaluée par I’analyse des courbes de fusion des produits de PCR. Chaque échantillon d’ADNc¢
est analysé en double pour chaque couple de primers a un seuil de mesure fixe a 0.1.
L’expression relative (ER) de chaque groupe de genes var ciblé par les 12 couples de primers

et p90 est calculée selon la méthode de Pfaffl [137], [201] suivant la formule suivante :

_ Ctcible 3D7-Ctcible éch Ctp90 éch —Ctp90 3D7
ER = Ecible * Epoo " P

ou la cible correspond aux différents transcripts de genes var, p90 est considéré comme le
géne de référence (géne de ménage) et ’ADN génomique de la souche de Plasmodium
falciparum 3D7 constitue le calibrateur. Pour 1’é¢tude de ’expression des domaines cassettes,
11 couples de primers décrits par Lavstsen et al., [82] ont été choisis, ciblant différentes
régions d’ADNc codant pour des motifs protéiques de DC4, DCS5, DC8 et DC13. L’ensemble
des régions cibles de ces couples de primers est résumé dans le tableau 4. Le géne séryl-tRNA
synthétase (couple de primers p90) est utilisé comme contréle endogéne. La réaction de RT-
PCR est réalisée dans un mélange de 20 pl, incluant 2 pl d’ADNec, 10 pl de Power SYBR®
green PCR Master Mix (Life Technologies ®, Carlsbad, California, USA) et 1 uM de
primers, sur un appareil de PCR en temps réel ViiA™ (Life Technologies®, Carlsbad,
California, USA). Les conditions d’amplification PCR se composent d’un cycle d’incubation

de 10 minutes a 95°C suivi de 45 cycles d’amplification de 30 secondes a 95°C, 1 minute a
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60°C et 30 secondes a 66°C. La spécificité de ’amplification PCR est évaluée par I’analyse
des courbes de fusion des produits PCR. Chaque échantillon d’ADNCc est analysé a un seuil de
mesure fixé a 0.1. L’abondance des transcrits pour chaque région cible est convertie en unité
aléatoire de transcrits avec ACt = Ct gne pc-Clpgo €t Tu = 2 (5-ACY) [82], [83]. Pour tous les
transcripts de génes var pour lesquels ACt > 5, une valeur de 5 leur est assigné correspondant
a un Tu de 1 ce qui signifie que le niveau de transcripts du gene est inférieur a celui du

controle p90.
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Tableau 3 : Couples de primers utilisés pour I’étude de I’expression des génes var et
leurs régions cibles correspondantes.

Couples de

orimers Séquence des primers Régions cibles

F: TTG-GGR-AAT-BTG-TTA-GTT-AYR-GCA-A
Al DBLI1a du groupe A
R: CTG-CAA-AAC-TKC-GWG-CAA-C

F: AAC-CCA-TCT-GTR-RAT-GAT-ATA-CCT-ATG-GA
A2 Exon 2 du groupe A
R: GTT-CCA-ASG-ATC-CAT-TRG-ATG-TAT-TA

F: AGG-TAA-TGT-TTT-AGA-TGA-TGG-TAT
A3 Exon 2 du groupe A
R : ACC-AGA-ATA-TAC-ATT-ATT-TGA-TAC-ATA

F : CAT-CCG-CCA-TGC-AAG-TAT-AA
B1 UPS B
R: CGT-GCA-CGA-TTT-CGA-TTT-TT

F: ATC-AAG-GTA-ATT-TCA-TAC-ATA-TGT-GAT-A
B2 UPS B
R:GTC-CGT-GCA-CGA-TTT-CGA-TTT-T

F: CAC-ATC-GAT-TAC-ATT-TTA-GCG-TTT
C1 UPS C
R: TGT-GGT-AAT-ATC-ATG-TAA-TGG

F : GTA-GCG-ACA-ACC-ACG-RYA-TCA-TGG
C2 UPS C
R: CAT-TGT-TAA-CAT-AGT-CTA-CCA-TTA

F : GAC-AAA-ACT-TTC-ACC-CAA-TAG-A
BC1l Exon 2 des groupes B et C
R: AAT-GAT-CGG-TGT-AAC-CAC-TAT-C

F: CAT-CTG-TTG-CAA-ATT-TAT-TCC-AAA-TAC
BC2 Exon 2 des groupes B et C
R: TCA-GTA-GTA-TCA-GAC-ATA-AAT-GCA-TA

F: TGG-CAC-ATC-TTT-GGT-ATA-AAA
Var 1 Région UTR 5°de Var 1
R: AAA-CCT-TTA-TAT-TCC-TGT-AAA-ATT-CA

F : CAC-GAC-ATT-AAC-AAT-ACA-TGC-AGA
Var 2 Région UTR 5°de Var 2
R: CAT-TGC-ATT-CAC-AGA-CAT-TGG

F : CGT-AAA-ACA-TGG-TGG-GAT-GA
Var 3 Région codante de Var 3
R: GGC-CCA-TTC-AGT-TAA-CCA-TC
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Tableau 4 : Couples de primers utilisés pour amplifier les régions codantes les domaines
protéiques correspondants aux domaines cassettes DC4, DC5, DC8 et DC13.

Domaines protéiques Séquence des primers Domaine cassette

F: TCC-TAC-CAA-TTT-AGA-TTA-CGT-CCC-TCA
DBL02/1.1/2/4/7
R: CGT-ACA-ATC-ATA-TCC-ATT-AAG-ACT-AC

F : AGA-AAC-AHA-TTT-TGC-KTG-G
DBLy4/6 DC8
R: CCA-TGT-TCW-TTC-CAC-CAG-TCD-TCA-AG

F : CAT-CAA-GTK-TGG-AGA-GCT-ATG-AAA-TGT-G
DBLB12 et DBLP3/5 DC8
R: TAA-TCT-TCT-ATK-GGG-ATA-CCA-TTA-CA

F: TAA-RGT-GGG-AAC-ATC-AAC-TTA-AGA-AT
CIDRal1.1 DC8
R: CTA-AAT-CTT-YCG-TAA-ATT-GAT-CCC-AT

F: GAT-TAY-GTC-CCT-CAA-TTT-TTA-MGW-TGG-T
DBLal1.7 DC13
R: GTT-TAC-GAA-ATG-CTT-CTC-GTT-GZT-TRC-C

F : ACC-AAT-GGA-AAT-GCT-ATT-AYR-A
CIDRal1.4 DC13
R: TCG-KTT-TCC-CAC-TTT-ATA-STG-TC

F: GGT-TTC-ATA-CTA-ATG-TAT-GGC-ATC-GTA-A
DBLao1.4 s
R : GMA-CGA-CTA-AAA-AGA-CAA-GGA-TTT-CT

F: TGT-RAA-ACA-AAT-MGC-ACA-ATA-TTA-TAA-A
DBLp3 DC4
R: GCA-TCR-SCY-TTC-AAA-GCW-CTT-CT

F : AGA-AGG-CGC-AAT-AAA-AGT-GTT-GT
CIDRa1.6 DC4
R: GAA-TTA-TTG-TCT-ATG-CAT-CTT-TCA-GC

F : AWG-ATT-GGT-GGG-AAG-CWA-AYM-GWG

DBLp7/9 DC5
R : CAA-GAG-GGG-TAA-CAG-TGG-TAG-TAT-C

F : GAT-TAT-GAK-GGR-TGT-GAA-AA
DBLy DC5 DC5
R: KYG-TCG-TAG-GTT-TTA-TGA-GG
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Analyses statistiques

Les patients inclus de maniere prospective dans cette étude ont été sélectionnés, a partir d’une
précédente cohorte bien définie, selon la présentation clinique de leur acces palustre en
respectant une proportion de 2 acces palustres simples pour un accés palustre grave afin

d’optimiser la puissance des analyses statistiques ultérieures.

Les variables quantitatives sont présentées sous forme de moyenne + déviation standard si les
variables sont normalement distribuées et sous forme de médiane [25th percentile-75th
percentile] pour les variables non normalement distribuées. Les variables qualitatives
catégorielles sont présentées sous forme de nombre et de fréquence (%). Les niveaux
d’expression des groupes de génes var et des domaines cassettes ont été transformes en
log(10) afin de normaliser leurs valeurs pour les analyses statistiques. Pour les génes dont le
niveau d’expression est indétectable pour certains isolats, une valeur deux fois inférieure a la

valeur minimale de ce géne obtenue dans les autres isolats leur a été attribuée [202].

Les tests de Mann-Whitney et de Kruskall-Wallis ont été utilisés pour comparer la relation
entre des variables quantitatives continues et des groupes, ¥ et le test de Fisher’s exact pour
comparer des variables catégorielles entre les groupes. Pour chaque test, les differences
étaient considérées comme significatives si p value < 0.05. La correction de Bonferroni a été
réalisée pour les comparaisons multiples entre données quantitatives et les groupes de
patients. L’ensemble des tests statistiques a été effectué sur le logiciel STATA, version 12

(Stata corp®, College station, Texas, USA).
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Analyse factorielle

Pour préciser de potentielles influences de facteurs d’hote sur I’expression des génes var et de
certains domaines cassettes dans un contexte global prenant en compte 1’ensemble des
facteurs, les patients étudiés ont été regroupés en classes d’individus ayant des

caracteéristiques similaires.

Le regroupement de notre population en groupes d’études par clusterisation suivant les

données cliniques, épidémiologiques et biologiques des patients a été effectué en 2 étapes.

Tout d’abord une analyse factoriclle de données mixtes a permis une représentation
intermédiaire des résultats en regroupant et en projetant les individus dans un repére factoriel
élaboré suivant des axes factoriels explicatifs déterminés a partir des données quantitatives
telles que I’age des patients et les niveaux d’expression des génes var et DC et des données
qualitatives telles 1’origine ethnique des patients et le statut sérologique. Cette analyse a été
complétée par une classification hiérarchique ascendante qui a permis, a partir des facteurs
représentatifs de I’analyse factorielle de données mixtes, de représenter les groupes de
patients sous forme de dendrogramme et ainsi d’identifier et définir les clusters de patients. La
présentation clinique a été considérée comme la variable illustrative de la typologie des
données alors que les autres variables ont été considérées comme actives. La hiérarchisation
des variables lors de la caractérisation en univariée des clusters a été réalisée suivant les
valeurs du test value. L’ensemble des analyses factorielles et de clusterisation ont été realisées

a partir du logiciel TANAGRA, version 1.4.
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Résultats :

Caractéristiques de la population étudiée

Entre 2011 et 2013, I’étude du profil d’expression des génes var et des domaines cassettes a
été menée sur une population de 151 patients parmi ceux initialement inclus dans la cohorte
de paludisme d’importation précédemment décrite et ¢tudi¢e (article soumis). Ce groupe était
constitué de 95 hommes (62.9 %) et 1’age moyen était de 38.4 +/-16.1 ans. Cent patients
étaient des migrants de premiére génération (MPG) (66.2 %), 22 étaient des migrants de
seconde génération (MSG) (14.6 %) et 29 patients des voyageurs et expatriés (V/E) (19.2 %).
Les acces palustres ont été classes en 93 acces palustre simple (APS) (61.6 %) et en 58 acces
palustres graves (APG) (38.4 %) dont 18 cas d’accés palustres « tres graves » (PTG) (31 %) et
40 acces palustres « graves » (PG) (69%). Le statut sérologique vis-a-vis du paludisme a pu
étre déterminé pour 147 patients sur le plasma a JO (4 serums manquants dans la population).
Quarante-cinq patients étaient séronégatifs (30.6%) alors que 78 patients avaient une
sérologie positive (1:64 < titre < 1:1024) (53%) et 24 patients une sérologie fortement positive
(titre > 1:4096) (16.3%). La trés grande majorité des patients revenaient d’un séjour en
Afrique subsaharienne (96.7 %) et plus particulierement d’Afrique de 1’Ouest (66.2 %) puis

d’ Afrique centrale (29.2 %) et d’Afrique de I’Est (1.3%).

L’ensemble des données épidémiologiques, cliniques et biologiques de chaque catégorie
clinique est détailleé dans le tableau 5. Cliniqguement, les cas de paludisme « trés graves »
¢taient caractérisés par la présence isolée d’une atteinte neurologique (56%), d’un état de choc
(39%), d’une hyperlactatémie (44%) ou d’une insuffisance rénale (28%) accompagné d’une
hyperparasitémie (61%) ou d’ une association d’un ou plusieurs de ces signes. Les cas de
paludisme «graves » présentaient majoritairement des signes d’ictere (23%) et

d’hyperparasitémie (73%). L’age moyen des patients était significativement différent entre les
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groupes cliniques (p = 0.02) avec un age plus €elevé chez les patients présentant un acces
palustre « tres grave » par rapport aux patients présentant un acces palustre « grave » (p =
0.017). Les MPG étaient majoritaires en nombre dans tous les groupes cliniques mais il
n’avait pas été mis en évidence de différences de répartition des groupes de patients exposés
dans les groupes cliniques (p = 0.61) méme si on observait que les MPG semblaient présenter
plus fréeqguemment un APS (63% des cas) contrairement aux voyageurs/expatriés qui faisaient
plus de formes « graves » et «tres graves » (47% des cas). La répartition des MSG en
fonction de la catégorie clinique était quasi similaire a celle des MPG avec 68.2 % d’APS
dans ce groupe de patients. Le nombre de plaquettes différait également entre les groupes
cliniques (p = 0.02) avec une thrombopénie plus prononcée chez les patients présentant un
paludisme « trés grave » par rapport aux patients avec un acces palustre simple (p = 0.016).
La parasitémie suivait la méme tendance que les plaquettes entre les groupes cliniques (p =
0.007) avec une charge parasitaire significativement plus importante lors d’un acces palustre
« trés grave » par rapport a un acces simple (p = 0.001). Le nombre d’antécédents palustre
rapporté était a la limite de la significativité entre les groupes cliniques (p = 0.05). Les statuts
sérologiques n’étaient pas significativement différents entre les présentations cliniques (p =
0.32). Néanmoins, il avait été observé que la proportion de sérologies négatives dans le
groupe de PG (41%) semblait étre plus importante que dans les autres groupes cliniques (16.6
% et 28.8 % respectivement pour PTG et APS). La proportion des différents titres
sérologiques tendait a différer 1égeérement entre le groupe de PTG et d’APS avec plus de
sérologies négatives chez les APS (28.8 % vs 16.6 %) et plus de sérologies trés forte dans le

PTG (27.8 % vs 15.6 %).

Les groupes de patients exposés présentaient certaines caractéristiques qui sont présentées
dans le tableau 6. L’age moyen était significativement différent entre les groupes de patients

exposés (p < 0.001). Les MSG représentaient la population la plus jeune (p < 0.001 entre
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MSG et MPG ou V/E) avec le nombre de plaquettes le plus élevé (p < 0.001). La parasitémie
était également trés différente entre les groupes de patients exposés (p = 0.003) et les
voyageurs/expatriés étaient le groupe de patients avec la charge parasitaire la plus élevée (p =
0.03). Les statuts serologiques différaient significativement entre les groupes d’exposition (p
= 0.03) avec une proportion de sérologies négatives plus importante chez les MSG et V/E par
rapport aux MPG (44.8 %, 45.4 % et 22.9 % respectivement). A I’inverse, la proportion de
sérologies positives et fortement positives était plus importante chez les MPG (55.2 % et 21.9

% respectivement) (p = 0.03).
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Tableau 5 : Données épidémiologiques, cliniques et biologiques des patients inclus dans
I’étude du profil d’expression des génes var et des domaines cassettes dans le cadre du
paludisme d’importation.

APG (n=58) APS (n=93) P value Total (n=151)
PTG (n=18) PG (n=40)
Epidemiologie Age (année)* 46.6+ 18.3 34+15 38.7+15.7 0.02 38.4+16.1
Homme** 9 (50) 23 (57.5) 63 (67.7) 0.25 95 (62.9)
MPG** 13 (72.2) 24 (60) 63 (67.7) 100 (66.2)
MSG* 1(5.6) 6 (15) 15 (16.1) 0.61 22 (14.6)
V/E* 4(22.2) 10 (25) 15 (16.1) 29 (19.2)
Afrique de I'ouest** 11 (61) 23 (58) 66 (71) 100 (66.2)
Afrique Centrale** 6 (33) 14 (35) 24 (26) NA 44 (29.2)
Afrique de 'Est** 0(0) 1(3) 1(1) 2(1.3)
Ocean indien** 1(6) 2(5) 2(2) 5(3.3)
Clinique A”tecedggéfafgsﬁf'“d'sme 2 (20) 6(17.7) 27 (40.3) 0.05 35 (31.5)
Immunodepression connue** 1(5.6) 5(12.5) 4 (4.3) 0.22 10 (6.6)
Apparition des symptomes 410-9] 1[0-6] 3[0-8] 0.07 2 [0-8]
(jours)***
Prise en charge (jours)*** 4[3-7] 4[2-7] 3[2-5] 0.34 3[2-6]
Troubles neurologiques** 10 (56) 0(0) 0(0)
Choc** 7 (39) 0 (0) 0(0)
Détresse respiratoire** 1(6) 0(0) 0(0) NA NA
Syndréome hémorragique** 0(0) 1(3) 0(0)
Hémoglobinurie** 0(0) 5(13) 0(0)
Ictére clinique** 3(17) 9(23) 0(0)
Biologie Plaquettes (G/I)*** 39.5[32-69] 61 [40-120] 89 [60-127] 0.02 76.5[47-119.5]
Parasitémie (parasite/pl)+* 225000 270000 54000 0.0007 78750
[63000-427500] [158750-438750] [31500-84150] [45000-207000]
Acidose (pH<7.35)** 3(17) 0 (0) 0(0)
Hyperlactatémie
(Zg.z mmol/ly= 8 (44) 0(0) 0(0)
H Ny
(180000 parasitelyl)* 11.(61) 29(79) 4O
Anémie (Hb<8g/dl)** 1(6) 2 (5) 0(0) NA NA
Créatinine (>265umol/l)** 5(28) 0(0) 0(0)
Hypoglycémie (<2.2mmol/l)** 1(6) 0(0) 0(0)
H St )
peinnee 27 I 0
Critéres de gravité*** 2[1-5] 1[1-1] 0[0-0]
3 . Fortement positif 5(27.8) 5(12.8) 14 (15.6) 24 (16.3)
szrlﬁ's‘)t?('f Positif 10 (55.6) 18 (46.2) 50 (55.6) 0.32 78 (53)
Négatif 3(16.6) 16 (41) 26 (28.8) 45 (30.6)

*Les variables normalement distribuées sont représentées par leur moyenne + leur déviation standard.

**|_es variables catégorielles qualitatives sont représentées par leur valeur absolue et leur fréquence (%).

***| es variables non normalement distribuées sont représentées par leur médiane [25th percentile-75th percentile].

La variable apparition des symptomes correspond a la période entre le retour de zone d’endémie et le début des symptomes.
La prise en charge correspond au délai en jours entre 1’apparition des symptomes et la consultation dans une structure
médicalisée dans laquelle a été réalisé le diagnostic et le suivi du patient.

L’immunodépression dans notre population inclut I’infection par le VIH et toute immunodépression iatrogéne.



Tableau 6 : Données épidémiologiques et biologiques des patients exposes inclus dans
I’étude du profil d’expression des génes var et des domaines cassettes dans le cadre du
paludisme d’importation.

MPG (n =100) MSG (n = 22) VIE (n = 29) P value Total (n = 151)
Age (année)* 40.5+14.1 19.8+11.2 45.1+16.3 <0.001 38.4+16.1
Antécédents ** 25 (36.8) 3(15.8) 7(29.2) 0.24 35 (31.5)
75.5 112 55 76.5
Plaquettes (G/I)*** [49-120] [92-211] [29-84.5] <0.001 [47-119.5]
Parasitémie (parasites/ply** 70200 90000 113440 0.003 78750

[45000-187875]  [40500-112500]  [54000-405000] [45000-207000]

Sérologie fortement positive* 21 (21.9) 1(4.6) 2 (6.9) 24 (16.3)
Sérologie positive* 53 (55.2) 11 (50) 14 (48.3) 0.03 78 (53)
Sérologie négative* 22 (22.9) 10 (45.4) 13 (44.8) 45 (30.6)

*Les variables normalement distribuées sont représentées par leur moyenne + leur déviation standard.
**|es variables catégorielles qualitatives sont représentées par leur valeur absolue et leur fréquence (%).

***L_es variables non normalement distribuées sont représentées par leur médiane [25th percentile-75th percentile].

Relation entre I’expression des génes var et des DC et la présentation clinique

La comparaison des niveaux d’expression des groupes de génes var selon la présentation
clinique permettait de mettre en évidence une différence d’expression significative de BC1 (p
= 0.03) et Varl (p = 0.008). BC1 était surexprimé dans les APS (p = 0.008 entre APS et PG)
et montrait une tendance a la surexpression dans le PTG (figure 15a) alors que Varl était
exclusivement surexprimé dans les APS (p = 0.009 entre PTG vs. APS ; p = 0.03 entre PG et
APS) (figurel5b). En appliquant la méme méthodologie pour les DC, aucune différence

n’avait pu étre mise en évidence entre 1’expression des DC et la présentation clinique.
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grise) et paludisme simple (boite blanche). * signifie une p-value < 0.05. Le niveau d’expression des génes est transformé en
log(10) pour la représentation graphique.

Figure 15: Niveau d’expression des groupes de génes var BC1 (A) et Varl (B) en
fonction de la catégorie clinique des patients.

Relation entre I’expression des génes var et des DC avec les facteurs d’hote

Les niveaux d’expression des génes ont €té comparés entre les groupes de patients exposés
mettant en évidence une influence significative de I’origine ethnique sur le profil d’expression
de la famille de génes C1 (p = 0.01), Var2 (p = 0.02) et CIDRal.6 (p = 0.03). C1 était
préférentiellement exprimé chez les MPG (p = 0.005 entre MPG et V/E) et tendait a étre non
significativement augmenté chez les MSG (figure 16a). Var2 était surexprimé chez les MPG
(p = 0.02 pour MPG vs. MSG ; p = 0.04 pour MPG vs. V/E) (figure 16b) tandis que
CIDRal.6 était surexprimé chez tous les patients migrants de notre cohorte (p = 0.02 pour

MPG vs. V/E ; p = 0.01 pour MSG vs. V/E) (figure 16c).
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Niveau d’expression des génes var (expression relative) et des DC (unité transcrit Tu) chez les migrants de 1ére génération
(MPG) (boite noire), migrants de 2nd génération (MSG) (boite grise) et les voyageurs/expatriés (V/E) (boite blanche). *
signifie une p-value < 0.05. Les niveaux d’expression des génes sont transformés en log(10) pour la représentation graphique.

Figure 16 : Niveau d’expression des groupes de génes var C1 (A), Var2 (B) et CIDRa1.6
(C) en fonction du groupe d’exposition des patients.

La comparaison entre les différents groupes de statut sérologique (sérologie fortement
positive, positive et négative) ne révélait aucune différence significative d’expression des
génes var et DC entre ces groupes méme si on observait une tendance vers I’augmentation de
I’expression d’A3 chez les patients séronégatifs (p = 0.06) ainsi qu’une augmentation de
I’expression de CIDRal.4 (p = 0.06) et CIDRal.6 (p = 0.06) pour les patients dont la

sérologie était fortement positive.
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Clusterisation de la population

L’analyse factorielle de données mixtes, réalisée dans un premier temps pour 1’expression des
génes var, a permis d’identifier pour 147 patients (4 patients avec données manquantes), 2
principaux axes factoriels expliquant respectivement 40 % et 10.1% des données de la
population. Le regroupement des patients en fonction de ces axes factoriels explicatifs pour le
niveau d’expression des groupes de génes var avait produit 3 groupes ou clusters
respectivement de 32, 34 et 81 patients qui peuvent étre visualisés sur le scatterplot de la
figure 17. Le cluster 1 (rond rouge) représentait une population bien distincte des 2 autres
clusters 2 (triangle noir) et clusters 3 (losange bleu) qui étaient plus proches, présentant

probablement des traits de similarités.
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Représentation en scatterplot des patients présents dans le cluster 1 (rond rouge), le cluster 2 (triangle noir) et le cluster 3
(losange bleu) suivant les axes 1 (40% des valeurs expliquées) et 2 (10.1% des valeurs expliquées). Ces axes explicatifs ont
été déterminés a partir des variables age, groupes d’exposition (MPG, MSG et V/E), statut sérologique (négatif, positif et
fortement positif) et niveaux d’expression des groupes de génes var.

Figure 17 : Scatterplot des clusters de patients suivant les axes factoriels explicatifs
obtenus a partir des variables dge, groupe d’exposition, statut sérologique et des niveaux
d’expression des groupes de génes var.
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Les caractéristiques avec I'importance de chaque variable quantitative et catégorielle sont

représentées pour chaque cluster dans le tableau 7.

L’ensemble des informations contenu dans le tableau 7 nous permettait de faire ressortir les

indications suivantes dans ces 3 clusters :

Le cluster 1 était composé par une proportion importante de patients présentant un
paludisme grave par rapport a la population générale et dont la moyenne d’age était
plus élevée. Aucun groupe d’exposition ni statut sérologie ne ressortait dans ce cluster.
La proportion de patients présentant un APS était significativement diminuée dans ce
cluster. Le niveau d’expression des genes var était significativement diminué pour
I’ensemble des génes var étudié méme si on observait une expression plus élevée de

Var2 et B2 contrairement a C2, C1 et B1 (test value = -10.01).

Le cluster 2 était composé de patients jeunes MSG avec une sérologie négative. La
proportion de MPG, de patients avec une sérologie positive ou fortement positive et de
patients présentant un PTG était significativement diminuée dans ce cluster par rapport
a la population générale. Le niveau d’expression des génes B1, A3, C2, A2, Al, Varl

était significativement augmenté dans ce groupe tandis que Var2 était sous exprimé.

Le cluster 3 était composé en majorité par des patients plus agés que dans la
population générale qui étaient des MPG avec une sérologie positive et fortement
positive. La proportion de MSG et de patients séronégatifs était significativement
diminuée dans ce cluster. L’ensemble des génes var était surexprimé dans ce cluster
mais C1, BC2, BC1 et Varl semblaient étre les plus surexprimés alors qu’A2, Al et

A3 sont les moins surexprimés dans ce cluster.
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Description des clusters var

Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3

Effectif [%] 32 [21.8 %]

Effectif [%] 34 [23.1 %]

Effectif [%] 81 [55.1%]

Variable  Test value Groupe Population

Variable  Test value Groupe Population

Variable Test value Groupe Population

Variables continues : moyenne (déviation standard)

Variables continues : moyenne (déviation standard)

Variables continues : moyenne (déviation standard)

Age 1,46 41,9(18,9) 38,24 (16,24)
Var2 472 -3,85(2,67)  -1,96 (2,55)
B2 -5,96 4,64 (3,62)  -2,21(2,61)
BC1 7,26 3,81 (3,02)  -1,47 (2,06)
Var3 7.3 6,42 (2,29)  -3,13(2,87)
A3 -7,83 5,52 (0,92)  -2,41(2,53)
Al -8,15 5,01 (3,68)  -2,29 (2,83)
BC2 -85 7,46 (3,09)  -2,96 (3,37)
A2 -8,73 5,37 (3,44)  -1,95 (2,49)
Varl -8,85 421 (217) -1,11(2,23)
c1 9.1 -6,75(0,96)  -3,16 (2,51)
c2 9,46 6,85 (1,27)  -2,99 (2,60)
B1 -10,01 7,79 (1,42)  -2,98 (3,06)

B1 3,2 -1,50 (0,84)  -2,98 (3,06)
A3 2,82 -1,33(1,95)  -2,41(2,53)
c2 2,81 -1,89 (1,28)  -2,99 (2,60)
A2 2,66 -0,95(0,66)  -1,95(2,49)
Al 2,12 -1,38(1,59)  -2,29 (2,83)

varl 2,01 043 (1,42)  -1,11(2,23)
c1 1,62 2,55 (1,97)  -3,16 (2,51)

BC2 1,52 219 (2,25)  -2,96 (3,37)

var3 1,21 -2,60(2,40)  -3,13 (2,87)

BC1 0,43 -1,34(1,31)  -1,47 (2,06)
B2 -0,23 -230(229)  -2,21(261)

var2 -1,97 -2,72(2,66)  -1,96 (2,55)

Age -4,96 26,1(13,6) 38,24 (16,24)

c1 6,17 2,01 (1,70)  -3,16 (2,51)
BC2 5,77 151 (2,12)  -2,96 (3,37)
BC1 5,66 -0,60(0,71)  -1,47 (2,06)
Varl 5,64 0,17 (1,23)  -1,11 (2,23)
var2 5,59 -0,90 (1,82)  -1,96 (2,55)

B1 5,59 -1,70 (2,05)  -2,98 (3,06)

c2 5,47 -1,93(1,85)  -2,99 (2,60)

B2 5,14 1,21 (1,33)  -2,21 (2,61)
var3 5,04 2,04 (2,24)  -3,13 (2,87)

A2 4,99 -1,02(0,78)  -1,95 (2,49)

Al 4,96 -1,23(1,28)  -2,29 (2,83)

A3 411 -1,63(2,20)  -2,41 (2,53)
Age 2,99 41,9 (13,6) 38,2 (16,24)

Variables catégorielles: [% variable dans le groupe] %

Variables catégorielles: [% variable dans le groupe] %

Variables catégorielles: [% variable dans le groupe] %

[35.9 %]

PG 2,49 43.8 % 26,50%
VIE 0,84 [2275"60012 19,70%
PTG 0,66 [2175"86%2 12,20%
oremen. 02 P0H o,
positive ’

MSG 0,12 [%I.Z;;ﬁ 15,00%
MPG -0,79 [];S%iﬁ 65,30%
APS -2,69 [14%":;{;]) 61,20%

[77,3 %] X
MSG 6,51 50,0 % 15,00%
Sérologie [48,9 %] )
négative 64.7 % 30,60%
[27,8 %] .
APS 1,67 73.5 % 61,20%
[20,7 %] .
VIE 0,35 S0 19,70%
i [20,5 %)] .
PG U B, 26,50%
0,
PTG -1,88 o o
Sérologie )
fortement 2,4 [4529/3) 16,30%
positive g
Sérologie [14,1 %] )
positive 2> 32.4 % 53,10%
[11,5 %] .
ure 59 32,4 % 65,30%

[68,8 %] o
MPG 4,55 815 % 65,30%
Sérologie [64,1 %] o
positive 2,32 61,7 % 53,10%
Sérologie o
fortement 1,69 [72(;‘%33 16,30%
positive '
[66,7 %] )
PTG 1,05 14,8 % 12,20%
[57,8 %] o
APS 0,82 642 % 61,20%
[51,7 %] )
VIE 0,41 18,5 % 19,70%
) [43,6 %] 0
PG 1,68 21.0% 26,50%
Sérologie [31,1 %] 0
négative Sl 17,3 % SOEUD
0,
MSG -5,62 [0600/;1 15,00%
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Tableau représentant les clusters de patients obtenus & partir des variables age, groupes d’exposition (MPG, MSG et V/E),
statut sérologique (négatif, positif et fortement positif) et niveaux d’expression des groupes de génes var. L’ordre de
représentation des différentes variables quantitatives et qualitatives est fonction de la valeur du test-value dans chaque cluster.
Les variables significativement différentes dans chaque cluster par rapport a la population générale sont représentées en gras
sur fond orange. Les valeurs du niveau d’expression des génes ont été transformées en log(10).

Tableau 7 : Caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques des clusters de
patients obtenus a partir des variables age, groupe d’exposition, statut sérologique et
des niveaux d’expression des groupes de genes var.

Le regroupement des patients a également été effectue, selon la méme méthodologie, pour le
niveau d’expression des régions codant pour les motifs protéiques de DC4, DC5, DCS8 et
DC13. L’analyse factorielle des données mixtes a permis d’identifier pour 147 patients, 2
principaux axes factoriels expliquant respectivement 31 % et 10.4 % des données de la
population. Le regroupement des patients en fonction de ces axes factoriels explicatifs pour le
niveau d’expression des DC avait produit 4 groupes ou clusters respectivement de 52, 24, 46
et 25 patients qui peuvent étre visualisés sur le scatterplot de la figure 18. Le cluster 1
(losange bleu), le cluster 2 (triangle noir), le cluster 3 (rond rouge) et le cluster 4 (carré vert)
étaient relativement regroupé au centre du scatterplot (figure 18) avec une proximité existante

entre certains points.
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Représentation en scatterplot des patients présents dans le cluster 1 (losange bleu), le cluster 2 (triangle noir), le cluster 3
(rond rouge) et le cluster 4 (carré vert) suivant les axes 1 (31% des valeurs expliquées) et 2 (10.4% des valeurs expliquées).
Ces axes explicatifs ont été déterminés a partir des variables dge, groupes d’exposition (MPG, MSG et V/E), statut
sérologique (négatif, positif et fortement positif) et niveaux d’expression des DC.

Figure 18 : Scatterplot des clusters de patients suivant les axes factoriels explicatifs
obtenus a partir des variables age, groupe d’exposition, statut sérologique et des
niveaux d’expression des DC.

Les caractéristiques avec I’importance de chaque variable quantitative et catégorielle sont

représentées pour chaque cluster dans le tableau 8.
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Description des clusters DC
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
Effectif [%] 52 [34.5 %] Effectif [%] 24 [16.3 %] Effectif [%] 46 [31.3 %] Effectif [%] 25 [17 %]
Variable \,T;jé Groupe Population Variable \;?jé Groupe  Population Variable \;I;Sé Groupe  Population Variable \;;T:; Groupe Population

Variables continues:
moyenne (déviation standard)

Variables continues:
moyenne (déviation standard)

Variables continues:
moyenne (déviation standard)

Variables continues:
moyenne (déviation standard)

e om B0 BE oo sn (G m | omss sa (% o | ome s 0% on
DBLYDC5 -226 ( (?, ’023) ( 17 1975) CIDRa1,6 5,70 (55953) ('Z":é) DBLa2 3,10 (';fg) ('2'67; DBLB12 399 (2:(153) (5 ‘(}S)
oneie s S8 s 0% S lomn an (% B omes s 0% 78
e av 9% U0 lomess sw OB 0% | omew am 28 S omar e E
DBLB7/9  -6,24 (12162? (; ;;) DBLB7/9 5,28 (sgf) (5? ;;) DBLR7/9 1,81 (56 ;f) (57 5’;) CIDRa1,1 3,20 (54 223) (57 2229)
CIDRa1,6  -6,32 (1101‘1? (Z,gol) DBLao2 5,06 (213‘71) (4367 ; Age 1,77 (‘11;:12) (i’géj) DBLB3 2,83 (21595) (5‘1158)
CIDRa1,1  -6,59 (1112;‘)‘ (5722; DBLy4/6 4,92 ('11”97; ( ;’ 5023) DBLal,7 1,67 (: ’j’;) (;16113) CIDRa1,6 2,27 (53?17) (Z,;ol)
DBLa1,7  -7,88 (17361) (;6113) DBLB3 4,83 (2 ’3:) (: 1158) CIDRal,1 0,32 (57 ’fs) (57 ’22;) DBLB7/9 0,51 (56 ff) (57 33;)
DBLB3  -9,36 (’3’;27) (331158) DBLa1,7 4,60 ('21”261) (';’éls) CIDRal,6 0,14 (Zf’;) ('Z";;) CIDRal,4 -0,05 ('f“:zg) ('f“éf)
DBLB12  -9,46 (05 ';1:) (‘;’01; DBLa1,4 3,17 (':”13; (_47,’511) DBLYDC5 -1,41 ('3 ;; (171975) DBLYDC5 -0,61 ('3 g) ( 17 19;3)
DBLa2 -10,11 (’f’fg) (-Z’g??) Age 2,58 ég:cl)g) (igéi) CIDRa1,4 -2,13 {3’&% ('f”gf) Age -5,90 (29(?‘1732) (igéj)
Variables catégorielles : Variables catégorielles : Variables catégorielles : Variables catégorielles :
[répartition dans le groupe] % _ [répartition dans le groupe] % [répartition dans le groupe] % [répartition dans le groupe] %
izz’;zgf 1,52 [43‘;;%2 30,6 % %EEE%S 3,66 [‘211”77');]) 16,3 % S;;z:gg:: 1,63 [3(375?0@ 53,1 % MSG 752 [7624“70?3 15,0 %
VIE 1,18 [42‘;?0%2 19,7 % MPG 2,49 [2817’?5'@ 65,3 % MPG 1,47 [3753;'49@ 65,3 % PG 1,67 [i%%ﬁ 26,5 %
APS 076 [361_;?422 61,2 % PTG 072 [2126,27'Z2 122% VIE 0,86 [3273;?90;1 19,7% snzr;:t’lgf 1,59 [2;2;22 30,6 %
MPG 001 [3;5;;01;]) 653 % APS 014 [1662;’750@1 612 % PTG 074 [3185“920;1 122% S{fg;'g\?f 0,12 [1562;‘70(31 53,1%
PTG -0,19 [3131"3522 122% S:(:g:g\?: 0,33 [155({‘0%2 53,1% PG -0,08 [zoéilﬁ 26,5% APS 059 [1556‘%(@ 61,2%
?p,'ng o2 B ooe | b os B0 ooy | s o; 0% Gy | prg g BSH g
PG 0,70 [3;3;?1012 26,5 % VIE -0,97 [1102"350;1 19,7 % Snig’:t’l?/f -0,80 [2266"7122 30,6 % VIE 1,61 [Gé?oﬁ 19,7 %
S;rz:g\?;e 1,24 [3‘?6’?320@]’ 53,1 % MSG 204 | %”%ng 15,0 % 25555\?5 41,20 [2106?903 16,3 % %EEE grlf -1,82 [44200/0"/]0 16,3 %
MSG 1,34 [22”762//‘;] 15,0 % Sneerg:t’f\’/: 258 | ‘:3"430@1 30,6 % mMse 292 | 42520;11 15,0 % MPG  -4,29 Z;;@) 65,3 %
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Tableau représentant les clusters de patients obtenus a partir des variables age, groupes d’exposition (MPG, MSG et V/E),

statut sérologique (négatif, positif et fortement positif) et niveaux d’expression des DC. L’ordre de représentation des
différentes variables quantitatives et qualitatives est fonction de la valeur du test-value dans chaque cluster. Les variables
significativement différentes dans chaque cluster par rapport & la population générale sont représentées en gras sur fond
orange. Les valeurs du niveau d’expression des génes ont été transformées en log(10).

Tableau 8 : Caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques des clusters de
patients obtenus a partir des variables age, groupe d’exposition, statut sérologique et des
niveaux d’expression des DC.

L’ensemble des données obtenues présentées dans le tableau 8 nous a permis de faire ressortir

les spécificités de ces 4 clusters :

Le cluster 1 était composé de patients légérement plus agés que la population générale,
dans lequel aucune variable catégorielle n’était significativement différente du reste de
la population. Le niveau d’expression dans ce groupe des DC étudiés eétait
significativement diminué par rapport au reste de la population générale mais on
observait néanmoins une expression plus importante de DBLyDCS5 et de CIDRal.4 et

une expression plus faible de DBLB3, DBLB12-DBLB3/5 et de DBLa2/1.1/2/4/7.

Le cluster 2 était essentiellement composé de patients MPG plus ages que dans la
population générale avec une sérologie fortement positive. Les MSG et les patients
avec une serologie négative étaient significativement moins importants. Dans ce
cluster, tous les génes des DC étaient significativement surexprimeés par rapport a la
population générale. CIDRal.4 et CIDRal.6 semblaient néanmoins surexprimés dans
ce cCluster contrairement a CIDRal.1, DBLB3, DBLal.4 et DBLal.7 qui étaient

surexprimeés.

Le cluster 3 était constitué de patients MPG avec une sérologie positive. Les acces
palustres « trés grave » dans ce cluster représentaient 38.9% de I’ensemble des PTG de

la population. L’expression des DC dans ce groupe était caractérisée par une
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augmentation significative de I’expression de DBL{3, DBLa2/a1.1/2/4/7, DBLy4/6,

DBL12-DBL3/5 et d’une diminution de 1’expression de DBLYDCS et CIDRal.4.

e Le dernier cluster 4 était composé majoritairement de patients MSG tres jeunes
séronégatifs qui présentaient un paludisme « grave » alors que les MPG et les patients
avec une sérologie fortement positive étaient significativement moins importants dans
ce groupe. L’expression des génes DBLa2/a1.1/2/4/7, DBLB12-DBLB3/5, DBLal.4,

DBLal1.7 et CIDRal.1 étaient significativement augmentée dans ce groupe.

L’ensemble de ces observations sur ’expression des génes var et DC dans cette population
sous I’influence de différents d’hote a permis d’identifier des groupes de genes pour lesquels
I’expression était plus importante dans les groupes de patients a risque de PTG et PG (Figure

19). Les clusters formés par I’analyse précédente pouvaient étre identifiés tel que :

1. Groupe A = Cluster 1 de I’analyse des genes var (C1v): groupe de patients a risque de

présenter un paludisme grave.

2. Groupe B = Cluster 2 de I’analyse var (C2v): groupe de patients hétérogénes avec une

probabilité plus importante de présenter un APS mais avec un faible risque de PG.

3. Groupe C = Cluster 3 de I’analyse var (C3v): groupe de patients « protégé » plus

susceptible de présenter un APS.

4. Groupe D = Cluster 1 de DC (Cldc): groupe de patients hétérogenes sans risque

identifié.

5. Groupe E = Cluster 2 de DC (C2dc): groupe hétérogene a risque de présenter un APS

ouun PTG.
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6. Groupe F = Cluster 3 de DC (C3dc): Groupe hétérogéne de patients a risque de

présenter un PTG ou un APS.

7. Groupe G = Cluster 4 de DC (C4dc): Groupe de patients a risque de présenter un PG.

Sous expression Surexpression
a B
Groupe A (Clv) Groupe B (C2v) Groupe C (C3v)
B

Groupe D (Cldc) Groupe E(C2dc) Groupe F(C3dc) Groupe G (C4dc)

DBLa2
DBILy4/6
CIDRal,1

i1z [
DBLal,7
CIDRal,4
DBLal,4

DBLP3

CIDRal,6
DBLB7/9
DBLyDC5

| |
i

Pour chaque colonne d’un cluster, les niveaux d’expression des genes sont estimés en fonction de la valeur du test-value
obtenue lors de la comparaison des niveaux d’expression des génes dans les clusters par rapport a ceux de la population
générale. L’augmentation de la valeur de la test-value associée & une augmentation du niveau d’expression du géne est
figurée par un code couleur d’intensité variable.

Figure 19 : Profil des niveaux d’expression des groupes de genes var (A) et des DC (B)
selon le groupe de cluster définis.
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Cette classification en groupe d’individus a mis en évidence une augmentation de 1’expression
des génes Al, A2, A3, Bl, B2, DBLa2/a1.1/2/4/7, CIDRal.1, DBLB12-DBLB3/5, DBLal.7,
DBLy4/6, DBLal.4 et DBLB3 dans le paludisme «tres grave » et le paludisme « grave »

d’importation correspondant aux génes des groupes A, B et des DC8, DC13 et DCA4.

Discussion :

Au cours de ce travail, nous avons étudié les profils d’expression des génes var et des
domaines cassettes codant pour PfEMP1 qui ont été montrés associés aux différentes formes
cliniques de paludisme. Cependant, I’origine ethnique du patient infecté, son age et son statut
sérologique vis-a-vis du paludisme ont été retrouvés comme des facteurs d’hdte avec un fort
impact sur la présentation clinique de I’infection palustre. Nous avons analysé les profils
d’expression des genes var et DC en fonction de la clinique, du groupe de patients exposés et
de la sérologie anti-palustre dans 1’objectif d’identifier un géne ou un groupe de génes tres
fortement associés a 1’accés palustre « grave » ou « trés grave » de part sa surexpression dans
les groupes cliniques correspondants ou dans un groupe de patients considérés comme a

risque de développer un accés palustre « grave » ou « tres grave ».

L’analyse factorielle prenant en compte les influences simultanées de I’age, de I’origine
ethnique, du statut sérologique et de la présentation clinique est assimilée a une étude
multivariée et a permis, par clusterisation de nos données de transcriptomique, de confirmer la
surexpression des genes observée lors des analyses univariées et d’identifier d’autres génes
potentiellement incriminés dans le PG et PTG. L’étude du transcriptome des génes var et des
domaines cassettes, sur le prélevement JO, dans notre population hétérogene de patients
rencontrés dans le cadre de paludisme d’importation, a mis en évidence une augmentation du
niveau d’expression de Al, A2, A3, Bl, B2, DBLo2/al.1/2/4/7, CIDRal.1, DBLB12-

DBLf3/5, DBLal.7, DBLy4/6, DBLal.4 et DBLB3 dans le paludisme «grave » et le
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paludisme « trés grave » d’importation. Ces génes et groupes de genes correspondent aux
groupes des génes var A, B et aux DC8 (DBLo2, CIDRal.1, DBLB12, DBLy4/6), DC13

(DBLal1.7) et DC4 (DBLal.4 et DBLB3/5).

Nous retrouvons les résultats de nombreuses études in vitro et in vivo qui avaient déja décrit
qu’un groupe restreint de genes var du groupe A et B/A était préférentiellement exprimé au
cours de I’atteinte neurologique lors de I’accés palustre grave [96], [112], [113], [115]-[117],
[200] correspondant a la surexpression de certains domaines cassettes tels que DC4, DC5 et
surtout DC8 et DC13, DC fortement impliqués dans le neuropaludisme [78]-[83], [91]. Ces
observations sont également en accord aves les données de transcriptomique a plus large
échelle obtenues en zone d’endémie [203] ou un groupe restreint de genes var du groupe A,
les groupes B, DC8 et DC13 ont éte impliques dans le paludisme grave et plus precisément
dans le neuropaludisme chez les enfants en zone d’endémie [79], [82], [83], [112], [113],
[116], [118]. DC4 est un domaine cassette qui a été decrit au départ a partir de souches de
Plasmodium falciparum pour lesquelles une cytoadhérence sur ICAM-1 avait été mis en
¢vidence, phénotype associ¢é au neuropaludisme. Aucune étude n’a été menée en zone
d’endémie pour confirmer la présence de DC4 chez des isolats de patients méme si la
présence d’anticorps dirigés contre des motifs protéiques de DC4 a été révélée chez des

enfants confirmant un contact entre I’hdte et cette protéine en zone d’endémie [78].

Ce travail est le premier a mettre en évidence ces génes A, B, DC4, DC8 et DC13 dans une
population, différente de celle des enfants de moins de cing ans en zone d’endémie, a risque
de paludisme grave présentant des facteurs d’hote particuliers tel que 1’age, la différence
d’origine ethnique et une pré-exposition au parasite variable. Ces genes sont donc
surexprimés dans cette population du paludisme d’importation en provenance de tres
nombreuses régions d’Afrique subsaharienne confirmant ’implication de ces génes dans le

paludisme grave a 1’échelle des régions hyperendémiques d’Afrique subsaharienne. La
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systématisation de ces résultats dans différentes régions d’Afrique et chez des patients aux
caracteristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques différentes pose de nombreuses
questions. L’expression de ces groupes de génes var et DC déja décrits dans le paludisme
grave, chez des groupes hétérogénes de patients en provenance de zones de forte transmission
d’Afrique subsaharienne est probablement en faveur de la conservation dun répertoire
antigénique tres restreint conférant au parasite un avantage de cytoadhérence ou de
multiplication chez 1’hote, responsable de la survenue d’un acces grave. Cette hypothese est
en faveur d’une expression hiérarchisée non randomisée des genes var chez les populations a
risque avant le développement d’une immunité protectrice et qui peut étre influencée par la

suite sous ’effet de certains facteurs d’hote.

Dans le cadre du paludisme d’importation, il a ét¢ montré I'influence de I’age, de 1’origine
ethnique et de la pré-exposition sur la présentation clinique mais d’autres facteurs tel que le
polymorphisme génétique de 1’hote a été étudié et démontre une influence significative de ces
facteurs d’hdte sur les formes cliniques de la maladie pouvant conditionner 1’expression des
genes var lors de I’infection palustre [89], [204]. Ce polymorphisme n’a pas été étudié dans
notre population mais des études ultérieures seraient nécessaires afin de les identifier et de les
¢valuer. Néanmoins, I’identification de facteurs d’hote et de leur effet sur la transcription des
genes var reste délicate par I’existence de nombreuses interrelations entre 1’age, I’exposition,

le polymorphisme génétique, 1’origine ethnique et I’immunité.

L’expression des geénes des groupes B et C était associée aux formes simples et
asymptomatiques en zone d’endémie [111], [113], [117]. Par cette approche, une
augmentation du niveau d’expression de BC1 et Varl a été mise en évidence de manicre
significative dans les APS. Les primers utilisés pour I’amplification de BC1 ciblent la région
conservée de ’exon 2 des génes B et C [116], groupes de génes var déja associes aux formes

simples et asymptomatiques en Papouasie-Nouvelle-Guinée [111], [113], ce qui confirme
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I’implication de ces génes dans les formes simples de la maladie. Varl ou DCI, est un gene
var considéré comme un pseudo géne « atypique » du fait d’une transcription continue au
cours du cycle parasitaire [109], [205]. Il code pour une structure protéique conservée de
PfEMP1 [77] qui ne génére qu’une trés faible production d’anticorps chez les patients exposés
ce qui fait suspecter une faible exposition de cette protéine Varl a la surface du globule rouge
parasité ou une faible immunogénicité de cette protéine [169]. L’ensemble de ces
caractéristiques et observations pourrait étre en faveur d’une surexpression de Varl dans

I’APS ou d’une coexpression de ce géne lors de I’infection palustre non compliquée.

La comparaison de I’expression des var et DC en fonction du groupe de patients exposés a
également permis de déecrire une surexpression des génes C1 et Var2 chez les migrants de
premiere génération et de CIDRal.6 chez les migrants de premicere et deuxieme génération.
Au vue des caractéristiques de la population de MPG et de MSG, ces génes sont donc plus
fréquemment surexprimés dans les APS dans le cadre du paludisme d’importation. Ces
observations confirment les données antérieures pour le géne C1 dont I’expression a été
retrouvée dans les formes simples et asymptomatiques de la maladie [111], [113] tandis que
Var2 a été décrit initialement comme le géne codant pour la protéine PFEMP1 impliquée dans
le paludisme gestationnel [123], [124]. La surexpression de Var2 est uniquement retrouvée de
maniere significative chez les MPG, ce qui peut s’expliquer par un contact préalable des MPG
avec des antigenes issus de I’expression d’autres genes var, permettant le développement d’un
répertoire anticorps, qui restreint la production de certaines protéines par le parasite et
favorise I’expression de ce geéne Var2. Une expression plus fréquente de ce gene lie au
paludisme gestationnel chez nos populations de MPG dans le cadre du paludisme
d’importation est également envisageable. En effet, la présence déclarée de tres rares femmes
enceintes (2 femmes enceintes) et potentiellement de femmes multigestes dans notre

population peut expliquer ce profil d’expression chez les MPG. La surexpression de
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CIDRal.6 chez les MPG et MSG, qui peut étre associée dans ces groupes a la survenue d’un
acces palustre simple, n’est pas concordant avec ce qui avait été décrit auparavant. CIDRal.6
a eté retrouvé surexprimé chez les enfants présentant un neuropaludisme et compose le
domaine cassette DC4, DC impliqué dans la fixation & ICAM-1 via la région DBL3, qui
serait corrélé a I’atteinte neurologique chez les patients a risque. [78], [82]. Cependant, malgré
ces données, le role du motif CIDRal.6 n’est pas clairement défini dans I’accés palustre et
aucun ligand n’a pour le moment été identifi¢ pour ce domaine protéique. CIDRa1.6 n’est pas
un ligand d’EPCR incriminé dans le paludisme grave [91] méme si les données récentes
semblent contradictoires [206] et ne possede pas la structure caractéristique des ligands de
CD36, retrouvé majoritairement dans les APS [75], [86]. Par conséquent, le ligand potentiel
de CIDRal.6 reste a €tre confirmé et permettrait de mieux caractériser le role de CIDRal.6

dans I’acces palustre.

La comparaison de I’expression des génes en fonction du statut sérologique n’a pas permis
d’identifier une relation significative avec le niveau d’expression des genes. Ces résultats
confirment la difficile interprétation des résultats de sérologie anti-palustre qui ne refletent
pas toujours I’exposition antérieure au parasite et donne une image quantitative a la réponse
anticorps plutdt qu’une image qualitative, reflet d’une réponse humorale vis-a-vis du parasite.
L’expression des génes var ne semble donc pas varier en fonction du statut sérologique de

I’hote.

Les patients dont nous avons inclus les €chantillons dans cette étude sur 1’expression des
genes var et DC présente les mémes caractéristiques que les patients de notre étude
précédente dans laquelle nous avons montré que I’age élevé, I'origine ethnique et la pré-
exposition a Plasmodium falciparum avaient été identifiés comme des facteurs influents. On
retrouve les mémes tendances pour les facteurs de risque initiaux avec chez les PTG un age

plus élevé pour les V/E et les MPG, chez les APG une proportion plus importante de V/E et
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une proportion d’APS plus importante chez les MPG et MSG. Avec un age plus élevé, une
thrombopénie plus sévére et une proportion plus importante d’APG, les V/E sont un groupe a
risque de développer un PG voire un PTG contrairement aux MPG qui constitue un groupe
moins susceptible aux formes graves. Le statut sérologique, comme précédemment observé
dans une étude antérieure et comme précédemment décrit dans nos travaux [207], ne constitue
en aucun cas un marqueur d’une « immunité protectrice » au vu du peu de différences existant
entre les profils sérologiques observés chez les patients avec un PTG ou un APS mais il reste
néanmoins un bon reflet de la pré-exposition au parasite lorsqu’on compare les statuts
sérologiques entre les différents groupes de patients exposés. Les titres sérologiques sont en
effet plus élevés chez les MPG que dans les autres groupes, probable cicatrice sérologique
d’une exposition antérieure et possible reflet d’'une immunité protectrice [178]. La population
de cette étude semble étre des patients qui présentent un paludisme représentatif du paludisme
d’importation avec toutes les réserves déja citées précédemment, ou 1’on retrouve les facteurs

de risque de I’accés palustre « tres grave » décrits auparavant.

La discordance des résultats de certaines études en fonction de la population étudiée [112],
[113], [118] démontre que I’expression des génes var, outre son réle dans la présentation

clinique de la maladie, résulte d’une complexe interaction entre le parasite et des facteurs

d’hote.

Si I’hypothése d’une expression hiérarchisée des génes var et DC chez les patients a risque de
développer les formes graves de la maladie est envisageable, le potentiel des protéines
PfEMP1 codées par ces genes comme éventuels candidats vaccins est de nouveau suggéré par
les résultats présentés mais de nombreuses études sont encore a effectuer afin de mieux
caractériser I’expression de ces génes dans un contexte clinique spécifique d’organes telles

que l'insuffisance rénale aigué, 1’atteinte hépatique et I’atteinte neurologique isolée, et de
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contréler la variabilité des protéines PFEMP1 présentes & la surface des globules rouges

parasités en fonction des régions et des tableaux cliniques.

Cette étude, du fait de la taille, de I’hétérogénéité de la population étudiée et du non
appariemment des patients limitant la puissance de I’étude, ne nous permet de présenter
qu’une tendance dans I’expression des génes responsables des tableaux cliniques observées et
a donc davantage un objectif de screening de I’expression des génes dans ce contexte. Nous
ne pouvons affirmer a ce stade I’implication plus précise de ces groupes de génes dans la
survenue d’un acces « grave » ou d’un accés « tres grave » mais une tendance est entrevue. La
surexpression de chaque groupe de génes mise en évidence devra étre confirmée dans des
études plus preécises de type étude de cohorte ou étude cas-témoins dans le cadre du paludisme
d’importation. De plus, les limites de matériels biologiques nous a obligés a faire des choix
pour I’étude de I’expression des génes var et des DC. D’autres DC et motifs protéiques
associés, ne pouvant étre testés dans cette étude par manque de matériels biologiques, peuvent
également étre impliqués et des études complémentaires seront nécessaires pour valider ces

hypothéses.
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Chapitre 3

Etude du phénotype de cytoadhérence des isolats de P. falciparum

dans le cadre du paludisme d’importation.
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La surexpression de groupes restreints de génes var A et B/A, codant pour des protéines semi
conservée de PFEMPL1 et contenant certains domaines cassettes, a été mise en évidence dans le
tableau de neuropaludisme au cours de I’accés palustre grave. Le principal mécanisme
physiopathologique impliqué dans cette atteinte repose sur la séquestration des globules
rouges parasités par un phénoméne de cytoadhérence aux récepteurs des cellules endothéliales
de I’hote ou par le phénoméne de rosetting défini par la fixation d’un globule rouge parasité a

des globules rouges non parasités.

Une quinzaine de récepteurs d’hote a déja été décrite comme intervenant lors de la
cytoadhérence mais seulement trois récepteurs : CD36, ICAM-1 et plus récemment EPCR ont
été plus particuliecrement impliqués dans la survenue d’un acces palustre grave. Ces résultats
de cytoadhérence éetaient néanmoins contradictoires selon les études, liées probablement a la
variation de certains de ces récepteurs. L’importance du phénoméne de rosetting a été

également démontrée.

La grande majorité des données de cytoadhérence disponibles est issue d’études in vitro et de
quelques études in vivo menées chez des enfants présentant un accés palustre grave dont la
transposition aux autres patients n’a pas €té étudiée. A notre connaissance, il n’existe aucune
donnée de cytoadhérence, ni de rosetting a partir d’isolats collectés chez des patients

présentant un acces palustre grave dans un contexte de paludisme d’importation.

L’objectif de cette étude était d’évaluer in vitro les phénotypes de cytoadhérence d’isolats de
P. falciparum sur trois récepteurs (CD36, ICAM-1 et EPCR) ainsi que le phénoméne de
rosetting. Les résultats ont été analysés en fonction de différents critéres d’hotes dans le but
d’essayer d’établir une corrélation entre le phénotype de cytoadhérence observé et le profil

d’expression des génes var et domaines cassettes obtenu pour les mémes échantillons.
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Pour chaque isolat inclus dans cette étude, la collecte des données épidémiologiques,
cliniques et biologiques du patient hote a été effectuée via le réseau de correspondants
hospitaliers du CNR du paludisme. Les patients étaient des patients résidents en zone
d’endémie, des migrants de premiere génération, des migrants de deuxiéme génération et des
voyageurs/expatriés. Aprés maturation des formes parasitaires des isolats cliniques en culture
de moins de 48 heures, la détermination du pourcentage de rosetting a été réalisée par
I’examen microscopique de la suspension de formes parasitaires matures marquées a
I’acridine orange et les phénotypes de cytoadhérence ont été déterminés par une méthode
statique sur support solide mettant en ccuvre des récepteurs solubles de CD36, ICAM-1 et
EPCR. La fréquence de rosetting et la quantité de globules rouges adhérents sur chaque
récepteur ont été ensuite comparées en fonction de la présentation clinique des acces palustres
associés aux isolats et de la catégorie d’exposition des patients infectés. L’¢tude de
I’expression relative des genes var et I’estimation des unités transcrites des DC ont été
réalisées, aprés extraction de I’ARN des mémes formes parasitaires matures obtenues in vitro,
a I’aide de couples d’amorces spécifiques ; les niveaux d’expression de ces génes ont été
comparés entre les groupes cliniques et ethniques différents. Une analyse factorielle de
données mixtes a été réalisée par la suite pour confirmer les résultats obtenus. Une corrélation
entre les données phénotypiques et les profils d’expression des genes a été réalisée selon la

méthode de Spearmann.

Les résultats ont montré que le rosetting est le phénotype de cytoadhérence impliqué dans le
paludisme grave d’importation avec une fréquence de rosetting plus élevée chez les
voyageurs/expatriés présentant une forme grave et qu’il est identifi¢é comme le seul facteur de
risque de paludisme « trés grave » parmi ’ensemble des phénotypes étudiés : les mesures de
cytoadhérence aux récepteurs solubles n’ayant pas permis de mettre en évidence une relation

entre un phénotype et les éléments étudiés. L’¢étude de I’expression des génes var a révélé que
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les groupes A et B ainsi que les domaines cassettes DC4, DC8 et DC13 étaient surexprimés
dans les formes graves. De plus, il existe une corrélation entre les niveaux d’expression des
domaines DBLa2/1.1/2/4/7 et DBLP3 et le phénoméne de rosetting ainsi que de

DBL02/1.1/2/4/7 avec le phénotype de cytoadhérence a ICAM-1.

Cette étude était la premiére a caractériser les phénotypes de cytoadhérence dans le cadre du
paludisme d’importation et confirmait que le phénoméne de rosetting est un phénotype
majeur dans la survenue de I’acces palustre grave chez le voyageur/expatri€é comme cela avait
été déja décrit chez les enfants en zone d’endémie. Ce travail confirmait également la
surexpression des groupes de genes var A, B et des domaines cassettes DC4, DC8 et DC13
dans le paludisme grave d’importation dont certains domaines protéiques tels que
DBLa2/1.1/2/4/7 et DBLP3 présentaient, pour la premiere fois, un phénotype de
cytoadhérence sur ICAM-1 et un phénotype de rosetting. Ce double phenotype pourrait

expliquer I’implication majeure de DCS8 dans le paludisme grave.

Les résultats de cette étude feront I’objet d’une publication future.
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Etude du phénotype de cytoadhérence des isolats de P. falciparum
dans le cadre du paludisme d’importation.

Introduction:

La séquestration parasitaire, spécifique a I’espéce Plasmodium falciparum, est considérée
comme le principal mécanisme physiopathologique a 1’origine des atteintes viscérales lors de
I’acces palustre grave, liées a I’hypoperfusion d’organes par rétrécissement de la lumicre des
vaisseaux sanguins [67], [102]. Cette rétention des formes parasitaires dans les veinules post-
capillaires, indispensable a la survie du parasite favorisant sa multiplication et son
échappement a la clairance splénique [66], peut résulter d’une part, du phénomeéne de
cytoadhérence des globules rouges parasités a la surface des cellules endothéliales de 1’hote
infecté et d’autre part, de la liaison des globules rouges parasités avec d’autres globules
rouges non parasités ou avec des plaquettes qui caractérise respectivement le phénomene de

rosetting et de clumping [67], [68], [93], [102].

Les protéines parasitaires appartenant a la famille des VSA (variant surface antigens),
exprimees a la surface du globule rouge parasite, semblent étre impliquées dans ce mécanisme
de cytoadhérence [73]. PfEMPI, constituée d’une succession de domaines protéines Duffy
Binding Like (DBL) regroupés en 6 sous classes (a, B, v, 0, € et {) et de Cystein Rich
Interdomain Region (CIDR) regroupées en 4 classes (a, B, v et 8), est la protéine majoritaire
de cette famille et reste le principal médiateur décrit dans cette interaction globule rouge

parasité-récepteur cellulaire de I’hote [72], [75], [76].

Ces protéines sont codées par une famille tres polymorphe de génes appelés les genes var. La
variabilité de séquences de ces génes, résultant de recombinaisons multiples, est a 1’origine

d’un polymorphisme des séquences protéiques de PFEEMP1 responsable d’un échappement a la
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réponse immunitaire de I’h6te, et d’une variation du phénotype de cytoadhérence des globules
rouges parasités [106]. Néanmoins, un groupe restreint de génes var le plus souvent associé
aux groupes de genes A et B/A est exprimé préférentiellement dans les accés palustres graves
[80], [81], [114], [115]. Ces genes coderaient pour des protéines PFEMP1 semi-conserveées,
rapidement reconnaissables par le systéme immunitaire de I’hote [168], [170], [171], dont les
motifs protéiques les plus conservés appelés domaines cassettes (DC) [77] interagiraient avec

les récepteurs cellulaires lors de la sequestration des globules rouges parasités [78]-[82].

Une quinzaine de récepteurs cellulaires (CD36 [68], [85], TSP [68], [85], ICAM-1 [68], [85],
EPCR [92], [140], P-selectine, E-selectine, VCAM-1, PECAM-1, fractalkine/CX3CL1, CR1,
HS, gC1gR/HABP/p32 [68], antigenes des groupes sanguins A et B [68], [89]), notamment
présent a la surface des cellules endothéliales, des globules rouges, des leucocytes, des
plaquettes et des adipocytes, ont été incriminés dans ces phénoménes de cytoadhérence ou de
rosetting. Ces récepteurs interagissent avec certains domaines protéiques de PfEMP1 tel que
CD36 et CIDR [75], [86], [87], EPCR et CIDRal de DC8 et DC13 [75], [91], ICAM-1 et
DBL [75], [86], [87] dont DBLB3 de DC4 [78] et enfin DBLa.1-CIDRp/y/8 pour le rosetting
[75], [94]. Trois principaux récepteurs (CD36 [85]-[88], [90], [110], ICAM-1 [85]-[88], [90]
et récemment EPCR [91], [140]), ainsi que le phénomeéne de rosetting [93], [100], [188] ont
été plus largement étudiés du fait de leur probable implication dans la cytoadhérence et la
séquestration au cours de [’atteinte neurologique. Cependant certains résultats restent
contradictoires avec des implications variables de différents récepteurs dans la cytoadhérence

en fonction des études [86], [87], [90].

L’ensemble des résultats publiés ont principalement été obtenus in vitro & partir de souches de
laboratoire sélectionnées dérivées de Plasmodium falciparum ou a partir d’isolats prélevés
chez des enfants présentant un tableau clinique de neuropaludisme en zone d’endémie. A

notre connaissance, il n’existe aucune étude de cytoadhérence menée a partir d’isolats
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prélevés sur d’autres populations a risque ayant développé un neuropaludisme ou d’autres
présentations cliniques d’accés palustre grave, permettant d’extrapoler les résultats obtenus
antérieurement. La population de patients rencontrée dans le contexte de paludisme
d’importation présente un intérét pour des études de cytoadhérence, de part son hétérogénéité
en termes d’age, d’origine ethnique et d’exposition préalable au parasite, pouvant révéler
I’influence de certains facteurs d’hotes sur le phénotype d’adhérence de Plasmodium
falciparum. L’étude précédemment réalisée sur le profil d’expression des génes var et DC
dans le cadre du paludisme d’importation a apporté des informations sur les interactions hote-
parasite. Néanmoins, une corrélation entre le phénotype de cytoadhérence et I’expression des
genes var et DC aurait ’avantage de préciser les mécanismes physiopathologiques mis en jeu
en fonction du groupe de geénes exprimé. Dans le cadre de I’activité du CNR, ’objectif de
cette étude a consisté en 1’évaluation des phénotypes de cytoadhérence d’isolats cliniques de
Plasmodium falciparum sur les 3 principaux récepteurs d’hotes (CD36, ICAM-1 et EPCR)
ainsi que sur le rosetting et d’établir une corrélation entre ce phénotype et I’expression des

genes var et DC.

Matériels et méthodes :

Recueil des données et des échantillons

Comme pour ’ensemble des travaux présentés précédemment, cette étude a été réalisée au
laboratoire du CNR sur le site de 1’hopital Bichat-Claude Bernard entre 2013 et 2015. Pour
chaque patient dont I’isolat était inclus, le recueil des données cliniques, épidémiologiques et
biologiques a été effectué selon les mémes modalités que précédemment décrites. Pour la
détermination du phénotype de cytoadhérence, les criteres d’inclusions des échantillons
étaient : données épidémiologiques, cliniques et biologiques disponibles pour chaque patient

associé a I’échantillon, infection par P. falciparum seul & une parasitémie viable supérieure a
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4500 parasites/pl confirmée au laboratoire du CNR, échantillon de sang total ayant servi au
diagnostic disponible au laboratoire du CNR dans un délai de 48 heures maximum par rapport
au prélevement en quantité suffisante et absence d’un traitement antipaludique curatif dans les
30 derniers jours, confirmée par un dosage plasmatique des principaux antipaludiques sur le

prélevement inclus.

Traitement des échantillons inclus

L’ensemble des techniques utilisées pour le diagnostic du paludisme au laboratoire du CNR
ont été décrites dans les objectifs de mes travaux et dans les études précédentes. L’altération
des formes parasitaires a été évaluée en pourcentage de formes altérées, apres lecture du
frottis sanguin au laboratoire du CNR, permettant d’estimer la parasitémie des formes viables

dans le prélévement de sang total.

Aprés centrifugation, le plasma du JO était congelé a -20°C en attendant le dosage des
antipaludiques. Si le volume de sang total était suffisant, le culot de globules rouges parasités
était lavé 3 fois au RPMI, deleucocyté par aspiration du buffy coat a la propipette apres le
troisieme lavage et mélangé avec du Trizol® Reagents (Life Technologies®, Carlsbad,
California, USA) a une proportion de 5 volumes de Trizol® par volume de culot globulaire

parasité avant d’étre congelé a -80°C.

Mise en culture des isolats des patients

Les isolats cliniques de Plasmodium falciparum répondant aux critéres d’inclusion ont été mis
en culture pour maturation en formes trophozoites agés/schizontes dans une suspension
contenant des globules rouges sains du groupe O" (Etablissement Francais du Sang, Rungis,
France) et du milieu RPMI Gibco® 1640 (Life technologies®; Carlsbad, California, USA)
supplémenté avec 10% de sérum humain du groupe AB (Biowest®; Nuaillé¢, France), de

I’HEPES 0.5% (Sigma-Aldrich®; Saint Louis, Missouri, USA) et du NaHCO; (Sigma-
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Aldrich®; Saint Louis, Missouri, USA) a un taux d’hématocrite final de 5%. La suspension
parasitaire était mise a incuber a 37°C dans une atmosphere controlée a 95% d’humidité et

composée d’un mélange gazeux de CO; a 5%, O,a 10% et N, a 85%.

Evaluation du Rosetting

Lorsque la proportion des formes parasitaires matures avait atteint au minimum 30% pour un
délai inférieur a 45 heures de culture, 100 ul de la suspension cellulaire en culture étaient
prélevés a température ambiante et mélangés avec 2 ul d’acridine orange (Euromedex,
Souffelweyersheim, France) a 0.01% dans du Phosphate Buffered Salt 1X (PBS) aprés avoir
ramené 1’hématocrite de la suspension de culture a 2% aprés dilution par du RPMI. Trois
dépdts de 10 pul de ce mélange sont ensuite observeés entre lame et lamelle (22 X 22 mm) sous
un microscope a fluorescence. Le pourcentage de formes en rosettes, correspondant a la
fixation d’un globule rouge parasité¢ a au moins deux globules rouges non parasités, a ensuite
été estimé apres observation de 300 formes parasitaires totales par lamelle. Cette proportion
de formes en rosettes était ensuite normalisée par le pourcentage de formes parasitaires

matures présentes dans la suspension de culture.

A cette étape post-culture, 200 pl de culture étaient également prélevés et mélangés avec du
Trizol® Reagents (Life Technologies®, Carlsbad, California, USA) a une proportion de 5

volumes de Trizol® par volume de suspension parasitaire avant d’étre congelé au -80°C.

Sélection des formes schizontes au MACS

Le reste de la suspension parasitaire était ensuite passé sur separateur cellulaire MACS LD
columns selon les recommandations du fabricant (Miltenyi-Biotec, Paris, France). La
suspension de formes parasitaires matures concentrée était ensuite réadaptée a 10.000.000
GR/ml et a une parasitémie de 26% dans un milieu RPMI/BSA 3% (Bovin Serum Albumin)

avant la détermination du phénotype de cytoadhérence.
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Coating des boites de pétri et cytoadhérence

La détermination du phénotype de cytoadhérence des isolats de Plasmodium falciparum était
réalisée en triplicata sur les récepteurs solubles coatés CD36 et ICAM-1 & 5 pg/ml (R&D
systems, Abingdon, UK) ainsi que sur EPCR a 20 pg/ml (Sino Biological Incorporation,
Beijing, China). Pour coater les boites, 3 dépots de 20 pl de chaque suspension de récepteurs
solubles aux concentrations indiquées ci-dessus sont effectués sur une boite de pétri plastique
non traitée (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) et incubés 2 heures a +
4°C. Apres aspiration des dépots, les spots sont saturés par 20 ul d’une suspension de

PBS/BSA 3% et mis a incuber 1 heures a I’étuve a 37°C.

Aprés aspiration des spots de PBS/BSA 3%, 20 pl de suspension parasitaire enrichie en
formes schizontes aprés concentration au MACS étaient incubés quinze minutes a température
ambiante sur les spots de récepteurs puis lavés au PBS 1X. Aprés fixation overnight a
température ambiante des spots au glutaraldéhyde 1.5 % (Sigma-Aldrich®; Saint Louis,
Missouri, USA), les globules rouges parasités cytoadhérents aux récepteurs solubles coates
sur boite de pétri étaient observés sous un microscope inversé a l’objectif X32 apres
coloration au Giemsa 8 %. Les résultats de cytoadhérence étaient exprimés en moyenne du
nombre de globules rouges parasités cytoadhérents par mm? aprés lecture de 5 champs

microscopiques de 1 mm de diamétre pour chaque spot de récepteurs solubles.
Extraction d’ARN et RT-PCR

L’extraction d’ARN est effectuée comme précédemment avec du Trizol® Reagents (Life
Technologies®, Carlsbad, California, USA), selon les recommandations du fabricant. L’ARN
extrait est traité par la DNase I, Amplification Grade® (Life Technologies®, Carlsbad,

California, USA) pour éliminer les risques de contamination par de I’ADN humain avant la
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réaction de RT réalisée avec le kit commercial Superscript® VILO™ (Life Technologies®,

Carlsbad, California, USA).

Expression des génes var et des domaines cassettes

L’expression des groupes de geénes var a été étudiée via 9 couples de primers déja utilisés lors
de I’étude précédente (Al, A3, Bl, B2, C1, C2, BCI1, BC2 et varl) avec le geéne séryl-tRNA
synthétase (couple de primers p90) comme contrdle endogéne. Les réactions de RT-PCR se
sont déroulées dans les mémes conditions que précédemment dans un mélange de 15pl,
incluant 0.5 ul d’ADNgc, 7.5 ul de Power SYBR® green PCR Master Mix (Life Technologies
®, Carlsbad, California, USA) and 250 nM de primers, sur un appareil de PCR en temps réel
ViiA™ (Life Technologies®, Carlsbad, California, USA). Chaque échantillon d’ADNc est
analyse en double pour chaque couple de primers a un seuil de mesure fixé a 0.1.
L’expression relative (ER) pour les 9 couples de primers et p90 est calculée selon la méme

méthode décrite qu’auparavant.

Les 11 couples de primers décrits lors du travail antérieur ont été réutilisés pour 1’étude de
I’expression des DC avec le gene séryl-tRNA synthétase (couple de primers p90) utilisé
comme contrbéle endogéne. La réaction de RT-PCR est réalisée dans les mémes conditions
dans un mélange de 20 ul, incluant 2 ul d’ADNc, 10 ul de Power SYBR® green PCR Master
Mix (Life Technologies ®, Carlsbad, California, USA) et 1 uM de primers, sur un appareil de
PCR en temps réel ViiA™ (Life Technologies®, Carlsbad, California, USA). Chaque
¢chantillon d’ADNc est analysé a un seuil de mesure fixé a 0.1. L’abondance des transcrits est

estimé suivant la méme approche en Tu.

Population de patients de I’étude

Les patients dont les isolats ont été inclus, ont été catégorisés en 4 groupes d’exposition tels

que les migrants de premiere génération (MPG) (nés en zone d’endémie et résidants en
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France), les migrants de deuxiéme génération (MSG) (nés en France de parents migrants et
résidants en France), les résidents (R) (nés et résidants en Afrique) et les voyageurs/expatriés
(nés en France et résidants en France ou en zone d’endémie (expatriés)). La classification
clinique utilisée dans les travaux antérieurs a également été conservée avec les cas de
paludisme «trés grave » (PTG), les cas de paludisme « grave » (PG) et les cas d’accés

palustre simple (APS).
Analyses statistiques

Le recrutement des isolats de patients sur cette période a été réalis¢ dans 1’objectif d’obtenir
des groupes cliniques de tailles égales et comparables pour 1’étude du phénotype d’adhésion

des isolats.

Les variables quantitatives sont présentées sous forme de moyenne et de déviation standard si
elles sont normalement distribuées et sous de forme de mediane [25th percentile-75th
percentile] pour les variables non normalement distribuées. Les variables qualitatives
catégorielles sont présentées sous forme de nombre et de fréquence (%). La quantite de
globules rouges parasités adhérents, la fréquence de rosetting, les niveaux d’expression des
groupes de genes var et des domaines cassettes ont été transformés en log(10) afin de
normaliser leurs valeurs pour les analyses statistiques. Pour les isolats de patients avec une
fréquence de rosetting nulle, nous avons assumé une valeur log-transformée assimilée a 0.
Pour les génes avec un niveau d’expression indétectable, une valeur deux fois inférieure a la

valeur minimale de ce gene leur a été attribuée [202].

Les tests de Mann-Whitney et de Kruskall-Wallis ont été utilisés pour comparer la relation
entre des variables quantitatives continues et des groupes, le test du y? et le test de Fisher’s
exact pour comparer des variables catégorielles entre les groupes. Pour chaque test, les

différences étaient considérées comme significatives si p value < 0.05. La correction de
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Bonferroni a été réalisée pour les comparaisons multiples entre données quantitatives et les
groupes de patients. L’ensemble des tests statistiques a été effectué sur le logiciel STATA,

version 12 (Stata corp®, College station, Texas, USA).

Analyse factorielle

Le regroupement de notre population en groupes d’études par clusterisation suivant les
données cliniques, épidémiologiques et biologiques des patients a été effectué selon la méme

méthodologie en 2 étapes que celle de nos précédents travaux.

L’analyse factorielle de données mixtes a permis de regrouper et de projeter les individus
dans un repére factoriel suivant des axes explicatifs déterminés a partir des données
quantitatives telles que 1’age des patients et les niveaux d’expression des génes var et DC et
de la donnée qualitative de 1’origine ethnique des patients. Cette analyse a été complétée par
une classification hiérarchique ascendante afin d’identifier et définir les clusters de patients.
La présentation clinique a été considéree comme la variable illustrative de la typologie des
données alors que les autres variables ont été considérées comme actives. L’ensemble des
analyses factorielles et de clusterisation ont été réalisées a partir du logiciel TANAGRA,

version 1.4.

Résultats

Caracteéristiques de la population d’étude

Sur la période de 2013 a 2015, les isolats de 51 patients ont été inclus dans cette étude in vitro
des phénotypes de cytoadhérence de Plasmodium falciparum dans le paludisme
d’importation. Les patients étaient des hommes pour quasiment la moiti¢ de I’effectif de ce
groupe (49%) dont la moyenne d’age était de 40.1£16.7 ans. La majorité des patients était des

migrants de premiére génération (56.9 %) suivis par les voyageurs/expatriés (17.7%), les
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patients résidents en zone d’endémie (13.7%) et les migrants de 2¢me génération (11.8%).
L’Afrique de I’Ouest restait la zone d’endémie la plus visitée (70%) suivie par I’Afrique

Centrale (30%) (Tableau 9).

Le groupe de patients avec un paludisme «trés grave » présentait un tableau clinique
d’atteintes neurologiques dans 55.6% qui pouvait étre combiné avec un état de choc présent
dans 27.8% des cas, une hyperlactatémie (55.6 %), une insuffisance rénale aigue (38.9%) et
une hyperparasitémie (77.8%). Les cas de paludisme « grave » se caractérisaient par une
hyperparasitémie (82.4 %) et un ictere clinique (23.5 %) ou biologique (35.7 %). Il n’y avait
pas de différences significatives entre nos trois groupes cliniques en termes d’age, de
proportions de chaque catégorie de patients exposés, du nombre d’antécédents de paludisme
déclaré, de la prise de chimioprophylaxie, du taux d’hémoglobine, du nombre de leucocytes
ou de plaquettes. Néanmoins, de maniére non significative, 1’age semble plus élevé chez les
MPG et V/E et la proportion de MPG dans le groupe des APS (48%) a tendance a étre plus
importante que pour les 3 autres groupes d’exposition (<20%). La parasitémie est
significativement différente entre les groupes cliniques avec une charge parasitaire plus
importante dans le groupe de paludisme grave par rapport aux APS (correction de

Bonferroni ; p = 0.0002).
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Tableau 9 : Caractéristiques épidémiologiques et biologiques des patients inclus entre
2013 et 2015 pour I’étude de phénotypage de la cytoadhérence dans le cadre du
paludisme d’importation.

PTG PG APS > value Total
(n=18) (n=17) (n=16) (n=51)
Age (année)* 43.7+17.4 33.6+17.8 43.1¢13.5 0.07 40.1£16.7
Homme N (%)** 10 (55.6) 8 (47) 7 (43.8) 0.87 25 (49)
MPG N (%)** 7 (38.9) 8 (47) 14 (87.5) 29 (56.9)
MSG N (%)** 2 (11.8) 3 (16.7) 1(6.3) 007 6 (11.8)
V/E N (%)** 5 (29.4) 3 (16.7) 1(6.3) ' 9 (17.7)
R N (%)** 4 (23.5) 3 (16.7) 0 (0) 7 (13.7)
Antécédents** 5 (41.7) 7 (63.6) 4 (50) 0.6 16 (51.6)
Chimioprophylaxie** 2 (11) 1(6) 2 (13) 0.9 5 (10)
11.9 12.9 12.6 12.3
Hb (g/dl)™** [10.7-14.1] [10.9-14.1] [11.2-15.2] 05 [11-14.2]
6.5 5.6 5.4 5.6
Leucocytes (GIL)™* 14 759 15] [4.4-5.9] [4-6.4] 0.13 [4.4-7.1]
e 51 64.5 57 55
Plaquettes (G/L.) [37-58.5] [36-102.5] [30-94.5] 0.22 [34-82.5]
o 306000 64125 184500
Parasitémie 281250
; : [234000- [40500- 0.0002 [63000-
(parasites/ul)*** [180000-378000] 360000] 119250] 315000]

*Les variables normalement distribuées sont représentées par leur moyenne + leur déviation standard.
**|_es variables catégorielles qualitatives sont représentent par leur valeur absolue et leur fréquence (%).

***|_es variables non normalement distribuées sont représentés par leur médiane [25th percentile-75th percentile].

Relation entre le tableau clinique, I’origine ethnique et la cytoadhérence

Le nombre de globules rouges cytoadhérant aux différents récepteurs a été comparé entre les
groupes cliniques PTG, PG et APS et aucune différence significative entre les groupes n’a été

mise en évidence.

En revanche, la comparaison des profils de cytoadhérence et de rosetting entre les 4 groupes
d’exposition révele une différence significative pour le phénotype de rosetting (p = 0.01). La
fréquence de rosetting est significativement augmentée chez les V/E par rapport au MPG et
au R (p = 0.01 et p = 0.02 respectivement pour V/E vs. MPG et V/E vs. R) alors qu’aucune
différence n’est observée entre les V/E et les MSG (figure 20 a et b). Une différence non

significative est observée pour les récepteurs CD36 (p = 0.053) avec une tendance vers une
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augmentation du nombre de globules rouges cytoadhérents a ce récepteur chez les MPG, les R
et les V/E. Tout phénotype de cytoadhérence confondu, les isolats du groupe des V/E
semblaient montrer une cytoadhérence plus élevée sur chaque récepteur par rapport aux

isolats des autres groupes d’exposition.
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Cytoadhérence en fonction de la catégorie d’exposition des patients : résidents (R) (bleu), migrants de premiére génération
(MPG) (jaune), migrants de deuxieme génération (MSG) (orange) et voyageurs/expatriés (V/E) (vert), estimée en GR
parasités/mm? pour les récepteurs CD36, ICAM-1 et EPCR (A) et en pourcentage de rosettes pour le rosetting (B). Les
valeurs de rosetting et le nombre de GR parasités ont été transformés en log(10). * signifie une p value < 0.05.

Figure 20 : Niveau de cytoadhérence aux récepteurs CD36, ICAM-1 et EPCR (A) et
fréquence de rosetting (B) en fonction du groupe de patients exposés.

Facteurs de risque de ’accés palustre grave

Une étude multivariée par régression linéaire a été réalisée a partir des variables significatives
mises en évidence lors des études univariées afin d’identifier les principaux facteurs de risque

associés a la survenue d’un acces palustre grave (Tableau 10).

Le jeune age semble étre le seul facteur de risque favorisant I’apparition d’une forme
« grave » de I’infection palustre (OR 0.93 ; p = 0.011). Dans I’accés palustre « trés grave »,
les migrants de premiére et de deuxieme génération sont des variables associées a une
diminution de la survenue d’un accés palustre « trés grave » (OR de 0.02 et 0.03 ; p = 0.01 et

p = 0.048 respectivement) alors que 1’age et surtout le rosetting sont des facteurs de risque
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associés a la survenue d’un acces « trés grave » (OR de 1.1 et 7.5; p = 0.023 et p = 0.018

respectivement).

Influence de la maturation en culture sur ’expression des génes var

Avant d’analyser I’expression des génes var aux stades parasitaires matures, les profils
d’expression des génes var et des DC ont été comparés avant et aprés maturation parasitaire
en culture a partir de 5 isolats de patients (A, B, C, D, E) (figure 21) pour évaluer I’influence

de la maturation sur I’expression des var comme cela a déja pu étre évoqué [208].

Il a été constaté qu’aprés la phase de maturation, ’expression des génes var et DC était
significativement diminuée, plus spécifiquement pour les génes A3 (p = 0.02), B2 (p = 0.01),

BC2 (p = 0.03), DBLBI2 (p = 0.01), DBLP3 (p = 0.03) et DBLyYDCS5 (p = 0.004).
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Tableau 10: Relation entre le phénotype d’adhérence des isolats cliniques de
Plasmodium falciparum et la présentation clinique de I’infection palustre.

APS Variable OR 95%IC P value
age 1.01 [0.97-1.07] 0.57
résident 1.00 (reference)
MPG 72¢" 0 0.99
MSG 29¢e"”’ 0 0.99
VIE 20e"’ 0 0.99
CD36 1.3 [0.16-10.4] 0.79
ICAM-1 0.6 [0.14-2.4] 0.5
EPCR 0.43 [0.07-2.5] 0.35
rosetting 0.34 [0.08-1.5] 0.15
PG
age 0.93 [0.88-0.98] 0.011
résident 1.00 (reference)
MPG 14 [0.16-12] 0.76
MSG 35 [0.18-66.4] 0.41
V/IE 1.68 [0.1-30.2] 0.35
CD36 5.1 [0.36-71.6] 0.23
ICAM-1 2.5 [0.56-10.7] 0.23
EPCR 4.1 [0.62-27.7] 0.14
rosetting 0.5 [0.13-1.9] 0.3
PTG
age 1.1 [1.01-1.14] 0.023
résident 1.00 (reference)
MPG 0.02 [0.001-0.4] 0.01
MSG 0.03 [0.001-0.1] 0.048
V/IE 0.06 [0.002-1.65] 0.1
CD36 0.15 [0.015-1.4] 0.1
ICAM-1 0.8 [0.18-3.4] 0.74
EPCR 0.42 [0.1-2.3] 0.32
rosetting 7.5 [1.4-40.2] 0.018

*La regression logistique a été réalisée sur 51 patients. L’age des patients, les groupes de patients exposées (residents de zone
d’endémie (R), migrants de premicre génération (MPG), migrants de seconde génération (MSG), voyageurs/expatriés (V/E))
et le phénotype de cytoadhérence ont été selectionnés comme facteurs de risque potentiels aprés analyse univariée. Pour les
groupes de patients exposés, les patients résidents en zone d’endémie ont été choisis comme référence. L’age et CD36,
ICAM-1, EPCR et rosetting ont été traités comme des variables continues. Les valeurs de quantification de la cytoadhérence
ont été log-transformées pour 1’analyse. Le seuil de significativité est de p value < 0.05. OR, odds ratio; IC, intervalle de
confidence.
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Figure 21 : Niveau d’expression des génes
culture pour chaque isolat testé.

var et DC
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Expression des genes var et des DC apres maturation in vitro

Sur les 51 isolats inclus, ’analyse du profil d’expression des génes var aprés maturation

n’avait pu étre réalisée que pour 40 patients et ’analyse des DC pour 50 patients.

Comme dans 1’étude précédente, les résultats de I’expression des génes var ont été analysés

en fonction de la présentation clinique et de I’origine ethnique des patients.

Lorsque ’expression des génes var et DC a été comparée entre les groupes cliniques PTG, PG
et APS dans notre population d’étude, une différence significative de 1’expression des genes
Al (p=0.03), Bl (p =0.014), B2 (p = 0.015), DBLy4/6 (p = 0.004), CIDRal.1 (p =0.015) et
DBL3 (p = 0.005) a été mise en évidence (figure 22a-f). L expression du groupe de génes
Al était significativement surexprimée dans le groupe de PG (p = 0.02 pour PG vs. APS) et
tendait de maniére non significative a étre augmentée dans le groupe clinique du PTG. Les
groupes de génes B1, B2, CIDRal.1 et DBLP3 étaient surexprimés dans les groupes de PG (p
=0.004 ; p= 0.005;p =0.004; p=0.005 respectivement pour B1, B2, CIDRal.1 et DBLB3
avec PTG vs. APS) et de PTG (p=0.04; p=0.01; p=0.01; p =0.002 respectivement pour
B1, B2, CIDRal.1 et DBLP3 avec PG vs. APS). Le niveau d’expression de DBLy4/6 est
significativement sous exprimé dans le groupe PG (p = 0.001 pour PTG vs. PG et p = 0.047

pour PG vs. APS).
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Niveaux d’expression des génes var Al (A), B1 (B), B2 (C) et DC DBLy4/6 (D), CIDRal.1 (E), DBLB3 (F) en fonction de la
présentation clinique divisée en cas de paludisme « trés grave » (boite noir), de paludisme «grave » (boite grise) et de
paludisme « simple » (boite blanche). * signifie une p-value < 0.05. Le niveau d’expression des génes est transformé en
log(10) pour la représentation graphique.

Figure 22 : Expression des geénes Al (A), B1 (B), B2 (C), DBLy4/6 (D), CIDRal.1 (E) et
DBL3 (F) en fonction de la catégorie clinique des patients.
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En ce qui concerne la comparaison des expressions des genes var et DC en fonction du
groupe de patients exposés, les genes Al (p = 0.002) et A3 (p = 0.04) étaient
significativement différents entre les groupes de patients avec une surexpression du groupe de
génes Al chez les MSG (p = 0.0004 pour MPG vs. MSG ; p = 0.01 pour MSG vs. V/IE et p =
0.02 pour MSG vs. R) et une augmentation de I’expression de A3 également chez les MSG (p
= 0.007 pour MSG vs. MPG). Aucune différence significative n’a été observée pour

I’expression des DC en fonction du groupe de patients exposes.

© 4 —_1

R MPG MSG V/E R MPG MSG V/E

Niveaux d’expression des génes var Al (A) et A3 (B) en fonction de la catégorie d’exposition des patients : résidents en zone
d’endémie (bleu), migrants de 1% génération (MPG) (jaune), migrants de 2™ génération (orange) et les voyageurs/expatriés
(VIE) (vert). * signifie une p-value < 0.05. Les niveaux d’expression des génes sont transformés en log(10) dans cette
représentation graphique.

Figure 23 : Niveau d’expression des génes du groupe Al (A) et A3 (B) en fonction du
groupe d’exposition des patients.

Identification de sous population

Selon la méme méthodologie que celle utilisée pour le travail précédent, une clusterisation des
patients de notre groupe a été effectuée suivant une analyse factorielle de données mixtes
prenant en compte ’age des patients, la présentation clinique, I’origine ethnique des patients

et le niveau d’expression des génes var et des DC.
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L’analyse factorielle de données mixtes, réalisée pour I’expression des génes var, a permis
d’identifier pour 40 patients (11 patients avec données manquantes) 2 principaux axes
factoriels expliquant respectivement 41.9 % et 14.2% des données de la population. Le
regroupement des patients en fonction de ces axes factoriels explicatifs pour le niveau
d’expression des groupes de génes var avait produit 4 groupes ou clusters respectivement de
4, 6, 13 et 17 patients qui peuvent étre visualisés sur le scatterplot de la figure 24. Le cluster 1
(rond rouge) et le cluster 2 (triangle noir) représentaient des populations trés bien distinctes
des 2 autres clusters 3 (carré vert) et cluster 4 (losange bleu) qui sont plus proches, présentant

probablement des traits de similarités.
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Représentation en scatterplot des patients présents dans le cluster 1 (rond rouge), le cluster 2 (triangle noir), le cluster 3 (carré
vert) et le cluster 4 (losange bleu) suivant les axes 1 (41.9% des valeurs expliquées) et 2 (14.2% des valeurs expliquées). Ces
axes explicatifs ont été déterminés a partir des variables age, groupes d’exposition (R, MPG, MSG et V/E) et niveaux
d’expression des génes var.

Figure 24 : Scatterplot des clusters de patients suivant les axes factoriels explicatifs
obtenus a partir des variables age, groupe d’exposition, et des niveaux d’expression des
groupes de genes var.

Les caractéristiques avec I’'importance de chaque variable quantitative et catégorielle sont

représentées pour chaque cluster dans le tableau 11.
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Description des clusters Var

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4

Test
value

Test
value

Test
value

Test

Variable I

Groupe  Population Variable

Groupe  Population | Variable Groupe  Population Variable Groupe Population

182



Tableau représentant les clusters de patients obtenus a partir des variables age, groupes d’exposition (R, MPG, MSG et V/E)
et niveaux d’expression des genes var. L’ordre de représentation des différentes variables quantitatives et qualitatives est
fonction de la valeur du test-value dans chaque cluster. Les variables significativement différentes dans chaque cluster par
rapport a la population générale sont représentées en gras sur fond orange. Les valeurs du niveau d’expression des génes ont
été transformées en log(10).

Tableau 11 : Caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques des clusters de

Y

patients obtenus a partir des variables age, groupe d’exposition et des niveaux
d’expression des génes var.

L’ensemble des données comparées nous permet de faire ressortir les caractéristiques de ces 4

clusters :

e Le cluster 1 est un groupe de patients plus agés que la population générale, sans
groupe d’exposition spécifique, présentant un PG. Au niveau de I’expression des
genes, une diminution de I’ensemble des génes avec néanmoins une expression plus

importante d’Al et A3 et une forte diminution de 1’expression de Varl, BC1 et BC2.

e Le cluster 2 est caractérisé par une proportion significative de jeunes patients MSG
présentant un PG et d’une diminution significative de MPG. Les groupes de génes Al

et A3 étaient surexprimés dans ce groupe.

e Le cluster 3 est compose en majorité de patients agés MPG présentant un APS. Une
diminution significative de la proportion de V/E et de cas de PG était également
observée. Dans ce groupe, le groupe C1 était surexprimé et les génes B1, B2, Al et A3

étaient significativement sous exprimés par rapport a la population générale.

e Le cluster 4 regroupe significativement les V/E présentant un PTG et une faible
proportion de MSG et de cas d’APS. Le niveau d’expression des génes BC1, B2, B1,

Varl, BC2, C1 et A3 est significativement augmenté dans ce cluster.
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L’analyse factorielle de données mixtes a également été réalisée pour 1’expression des DC
pour 50 patients (1 patients avec données manquantes) permettant d’identifier 2 principaux
axes factoriels expliquant respectivement 23.6 % et 13.1% des données de la population. La
clusterisation de ces patients en fonction de ces axes factoriels explicatifs a produit 3 groupes
ou clusters respectivement de 36, 7 et 7 patients qui peuvent étre visualisés sur le scatterplot

de la figure 25.

Les clusters 1 (losange bleu), cluster 2 (triangle noir) et cluster 3 (rond rouge) figurent
comme 3 populations bien distinctes avec des caractéristiques particuliéres pour chaque

cluster.
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Représentation en scatterplot des patients présents dans le cluster 1 (losange bleu), le cluster 2 (triangle noir) et le cluster 3
(rond rouge) suivant les axes 1 (23.6% des valeurs expliquées) et 2 (13.1% des valeurs expliquées). Ces axes explicatifs ont
été déterminés a partir des variables age, groupes d’exposition (R, MPG, MSG et V/E) et niveaux d’expression des DC.

Figure 25 : Scatterplot des clusters de patients suivant les axes factoriels explicatifs

obtenus a partir des variables age, groupe d’exposition, et des niveaux d’expression des
DC.

Les caractéristiques avec I’importance de chaque variable quantitative et catégorielle sont

représentées pour chaque cluster dans le tableau 12.
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Description des clusters DC

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Effectif [%] 36 [72 %] Effectif [%] 7 [14 %] Effectif [%] 7 [14 %]

. Test . . Test . . Test .
Variable N Groupe Population Variable vElE Groupe Population Variable EhE Groupe Population
Variables continues: Variables continues: Variables continues:
moyenne (déviation standard) moyenne (déviation standard) moyenne (déviation standard)

Age 1,85 42,69 (14,75) 39,92 (16,84) DBLa1,4 3,70 -1,12 (2,59) -4,77 (2,79) DBLa1,7 4,37 -0,45 (1,78) -2,78 (1,51)
CIDRa1,6 0,54 -3,21 (3,18) -3,37 (3,18) DBLB3 3,59 0,25 (0,54) -3,51 (2,96) CIDRa1,1 4,16 -1,48 (2,45) -5,22 (2,54)
DBLy4/6 -0,38  -5,07 (2,43) -4,98 (2,60) DBLB7/9 2,93 -2,90 (3,26) -5,32 (2,33) DBLB3 3,45 0,10 (1,08) -3,51 (2,96)
CIDRa1,4 -0,49  -8,18(1,87) -8,10 (1,94) CIDRa1,1 2,29 -3,16 (2,62) -5,22 (2,54) DBLa2 3,33 0,04 (1,04) -4,24 (3,63)
DBLyDC5 -0,51  -8,60 (2,76) -8,48 (2,73) DBLa2 1,61 -2,17 (2,87) -4,24 (3,63) DBLy4/6 2,61 -2,58 (3,11) -4,98 (2,60)
DBLB12 -2,99  -2,44(2,69) -1,74 (2,61) DBLB12 1,31 -0,53 (0,98) -1,74 (2,61) DBLB12 2,56 0,62 (1,24) -1,74 (2,61)
DBLa1,7 -3,11  -3,20(0,94) -2,78 (1,51) DBLyDC5 1,11 -7,41 (3,03) -8,48 (2,73) DBLB7/9 2,16 -3,53 (3,55) -5,32 (2,33)
DBLa1,4 -3,34  -5,60 (2,06) -4,77 (2,79) CIDRa1,4 0,25 -7,93 (2,10) -8,10 (1,94) Age 0,85 45,00 (15,87) 39,92 (16,84)
DBLa2 -3,82  -5,48(3,28) -4,24 (3,63) CIDRa1,6 0,09 -3,27 (2,63) -3,37 (3,18) DBLa1,4 0,63 -4,16 (3,42) -4,77 (2,79)
DBLB7/9 -3,93  -6,14 (1,06) -5,32 (2,33) DBLa1,7 -0,35 -2,97 (1,68) -2,78 (1,51) CIDRa1,4 0,39 -7,83 (2,35) -8,10 (1,94)
CIDRa1,1 -4,98  -6,34 (1,36) -5,22 (2,54) DBLy4/6 -2,11 -6,92 (0,00) -4,98 (2,60) DBLyDC5 -0,45 -8,91 (2,35) -8,48 (2,73)
DBLB3 5,44 -4,94(2,11) -3,51 (2,96) Age -3,24 20,57 (16,81) 39,92 (16,84) CIDRa1,6 -0,79 -4,25 (3,93) -3,37 (3,18)
Variables catégorielles: Variables catégorielles: Variables catégorielles:
[répartition dans le groupe] % [répartition dans le groupe] % [répartition dans le groupe] %
[100,0 %] o [ 83,3 %] o [44,4 %] o
APS 2,86 417 % 30,0 % MSG 5,17 714 % 12,0 % VIE 2,88 57.1% 18,0 %
[ 85,7 %] o [29,4 %) o [27,8 %] o
MPG 2,41 66.7 % 56,0 % PG 2,23 714 % 34,0 % PTG 2,08 71.4 % 36,0 %
[85,7 %] o [14,3 %] o ) [11,8 %) o
R 0,86 16.7 % 14,0 % R 0,02 14.3 % 14,0 % PG 0,32 28,6 % 34,0 %
. [55,6 %] o ) [11,1 %] o ) [10,7 %) o
VIE 1,20 13.9 % 18,0 % PTG 0,44 28.6 % 36,0 % MPG 0,75 42,9 % 56,0 %
. [61,1 %] o ) [ 0,0 %] o ) [0,0 %] o
PTG 1,27 30,6 % 36,0 % VIE 1,32 0.0% 18,0 % MSG 1,04 0.0 % 12,0 %
. [58,8 %] o ) [ 0,0 %] o ) [0,0 %] 5
PG 1,47 27.8% 34,0% APS 1,85 0.0 % 30,0 % R 1,14 0.0% 14,0 %
) [16,7 %) 0 ) [ 3,6 %) o ) [ 0,0 %] 0
MSG 3,19 28 % 12,0 % MPG 2,37 143 % 56,0 % APS 1,85 0.0% 30,0 %
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Tableau représentant les clusters de patients obtenus a partir des variables age, groupes d’exposition (R, MPG, MSG et V/E)
et niveaux d’expression des génes var. L’ordre de représentation des différentes variables quantitatives et qualitatives est
fonction de la valeur du test-value dans chaque cluster. Les variables significativement différentes dans chaque cluster par
rapport a la population générale sont représentées en gras sur fond orange. Les valeurs du niveau d’expression des génes ont
été transformées en log(10).

Tableau 12 : Caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques des clusters de
patients obtenus a partir des variables 4ge, groupe d’exposition et des niveaux
d’expression des DC.

L’ensemble des données reprises dans le tableau 12 nous permet de faire ressortir les

caracteéristiques de ces 3 clusters :

e Le cluster 1 est composé majoritairement de patients plus agés de MPG présentant un
APS avec une faible proportion significative de MSG. Le niveau d’expression des DC
chez ces patients est significativement diminué pour DBLB12-DBLB3/5, DBLal.7,

DBLal.4, DBLa2/al1.1/2/4/7, DBLB7/9, CIDRal.1 et DBLJ3.

e Le cluster 2 est constitué de jeunes patients MSG présentant un PG. La proportion de
MPG et de cas d’APS est significativement diminuée dans ce cluster. DBLal.4,
DBL3, DBLB7/9 et CIDRal.1 sont surexprimé par rapport a la population générale

tandis que DBLy4/6 y est significativement sous exprimeé.

e Le cluster 3 est représenté par les V/E présentant majoritairement un PTG. La
proportion d’APS dans ce groupe est faible par rapport a la population générale. Le
niveau d’expression est significativement plus élevé de ce cluster pour DBLal.7,

CIDRal.1, DBLP3, DBL02/a1.1/2/4/7, DBLy4/6, DBLB12-DBLB3/5 et DBLB7/9.

L’ensemble des données obtenues a partir des clusters formés apres regroupement des

variables age, origine ethnique, présentation clinique et expression des génes var et DC a
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permis d’identifier des groupes a risque ou « protégé » vis-a-vis de 1’accés palustre « grave »

et « trés grave » et d’y associer 1’expression préférentielle de certains génes.

Groupe A = cluster 1 des genes var (Clvar): groupe de patients hétérogénes présentant

un PG.

Groupe B = cluster 2 des génes var (C2var) : groupe de jeunes patients a risque de

présenter un PG.

Groupe C = cluster 3 des genes var (C3var) : groupe de patients présentant un APS.

Groupe D = cluster 4 de var (C4var) : groupe de patients a risque de PTG.

Groupe E = cluster 1 de DC (C1DC) : groupe de patients présentant un APS.

Groupe F = cluster 2 de DC (C2DC) : groupe de patients a risque de présenter un PG.

Groupe G = cluster 3 de DC (C3DC) : groupe de patients a risque de PTG
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Sous expression Surexpression

groupe A (Clvar) groupe B (C2var) groupe C(C3var) groupe D (C4var)

Al
A3
B1
B2
C1
c2
BC1
BC2
Varl

I
i

groupe E (C1DC) groupe F (C2DC) groupe G (C3DC)

DBLa2
DBLy4/6
CIDRal,1
DBLB12
DBLal,7
ciprat,4 [N
DBLal,4

DBLB3
CIDRal,6
DBLB7/9

ihe] N

Pour chaque colonne d’un cluster, les niveaux d’expression des génes sont estimés en fonction de la valeur du test-value
obtenue lors de la comparaison des niveaux d’expression des génes dans les clusters par rapport a ceux de la population
générale lors de 1’analyse factorielle. L’augmentation de la valeur de la test-value associée & une augmentation du niveau
d’expression du gene est figurée par un code couleur d’intensité variable.

Figure 26 : Profil des niveaux d’expression des groupes de genes var et des DC selon le
groupe de cluster défini.
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Ces groupes d’individus mettaient en évidence une surexpression significative ou une
augmentation non significative de I’expression des geénes Al, A3, Bl, B2, BCI,
DBL0o2/al1.1/2/4/7, CIDRal.1, DBLal.4, DBLB12-DBLB3/5, DBLal.7, DBLy4/6, DBLB7/9

et DBLP3 dans le paludisme « grave » et le paludisme « trés grave » d’importation.

Relation entre le niveau d’expression des génes et le phénotype de cytoadhérence

Les données du phénotypage de cytoadhérence ainsi que les niveaux d’expression mesurés
pour les groupes de genes var et DC reconnus comme impliqués dans I’accés palustre
« grave » et « trés grave » lors de cette étude ont été mis en relation et des corrélations
positives ont été mises en évidence notamment entre 1’expression du groupe de genes A3 et le
rosetting (p = 0.048 ; r = 0.31), DBL0o2/a1.1/2/4/7 et le rosetting (r=0.37 ; p = 0.008) et
DBL3 et le rosetting (r = 0.38; p = 0.007). L’augmentation du niveau d’expression de
DBL02/al1.1/2/4/7 était également corrélée avec une augmentation de la cytoadhérence sur
ICAM-1 (r =0.33; p = 0.02). Des corrélations négatives ont également été mises en évidence
entre DBLB12-DBLB3/5 et CD36 (r = -0.28 ; p = 0.045) et entre DBLal1.4 et EPCR (r = -
0.34 ; p = 0.015) (figure 27a-f). Le groupe A3 et les domaines cassettes DC8 et DC4, via leur
régions protéiques respectives DBLo2 et DBLPB3, favorisent le phénoméne de rosetting a

I’origine de la survenue d’un accés « trés grave » dans le cadre du paludisme d’importation.
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Corrélation de Spearman entre le phénotype de cytoadhérence et le profil d’expression des génes var et DC. Les niveaux
d’expression des génes, le nombre de globules rouges cytoadhérents et la fréquence de rosetting ont été transformés en
log(10) pour I’analyse. r correspond au coefficient de corrélation. Le seuil de significativité est fixé a p value < 0.05.

Figure 27 : Relation entre le niveau d’expression d’A3, DBLa2/a10.1/2/4/7, DBL3,
DBLB12-DBLB3/5 et DBLal.4 avec le rosetting (A, B, C), ICAM-1 (D), CD36 (E) et
EPCR (F).
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Discussion

Cette étude qui a inclus 51 isolats d’acces palustres d’importation, a permis de montrer que le
phénomeéne de rosetting est le mécanisme de cytoadhérence impliqué dans 1’accés palustre
« tres grave » dans le cadre du paludisme d’importation. Premiérement, ce phénotype a été
retrouvé a la limite de significativité lors de la comparaison de fréquence de rosetting entre
PTG et APS (p = 0.06). Deuxiemement, il représente le mécanisme de séquestration le plus
fréquemment observé chez les voyageurs considérés a risque de développer une forme grave
de Dl'infection par rapport aux autres groupes de patients exposés (p = 0.01 et p = 0.02
respectivement pour V/E vs. MPG et V/E vs. R). Troisiemement, il est confirmé comme le
seul facteur de risque de la survenue d’un accés palustre «trés grave » dans 1’étude
multivariée par rapport aux autres phénotypes de cytoadhérence, et de plus la diminution du
pourcentage de rosetting a eté montré par la régression logistique avec les MPG et MSG,
associée a une diminution du risque de PTG. Ce phénoméne de rosetting a été reconnu
comme un des principaux facteurs de risque de I’atteinte neurologique chez les enfants en
zone d’endémie du fait de I’observation d’un fort pourcentage de rosetting avec les isolats
prélevés chez ces patients [67], [93], [100], [102] et par une diminution de la fréquence des
formes neurologiques chez les patients possédant un taux élevé d’anticorps anti-rosetting

[188] .

A notre connaissance, aucune donnée de cytoadhérence n’est publiée chez les populations a
risque de développer des formes graves de I’infection palustre dans le cadre du paludisme
d’importation. L’étude présentée est la premiére a mettre en évidence ce phénotype de
rosetting chez des adultes de différentes origines ethniques avec des antécédents d’exposition
variable au parasite. Néanmoins, la classification des acces palustres de cette étude selon les 3
groupes cliniques de PTG, PG et APS ne nous a pas permis d’individualiser un tableau

clinique dans lequel serait impliqué le rosetting, du fait du mélange d’acces clinique et de
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groupes d’exposition, mais il semblerait que le rosetting soit préférentiellement associé au
neuropaludisme. Cependant, une diminution de la fréquence de rosetting n’est pas synonyme
de protection vis-a-vis de 1’accés palustre « trés grave » et démontre que ce phénoméne n’est
pas le seul phénotype impliqué, notamment chez les patients résidents qui présentent des
formes «trés graves » de type «état de choc » sans atteinte cérébrale avec un faible
pourcentage de rosetting. Cette observation corrobore notre hypothése de départ sur la
potentielle « immunisation » rapide du groupe de patients résidents vis-a-vis de certains
groupes antigéniques [161], [168], [170], [171], [173]-[175], [186] qui seraient probablement
en rapport avec le rosetting et seraient alors inhibé par les anticorps lors du développement du
parasite chez I’hote immunis€. Mais, cette protection ne serait pas suffisante contre toutes les
formes graves et le «gap » dans le répertoire anticorps du patient expose favoriserait
I’expression d’autres groupes de genes et donc d’autres PEEMP1 associées a cette présentation
clinique [106], [172]. L’étude de I’expression des genes var et DC ainsi que le phénotype de
cytoadhérence associé réalisée sur un effectif limité de MPG et R n’a pas permis d’apporter
des éléments pour expliquer les mécanismes physiopathologiques de ce type d’acceés « tres
grave » non cérébral dans le cadre du paludisme d’importation et devrait étre complétée par

une étude sur un effectif plus grand.

Le phénomene de rosetting est associé a la liaison de globules rouges parasités avec des
globules rouges non parasités via differents récepteurs identifiés tels que le récepteur du
complément CR1 [68], [93], les antigénes de surface des groupes sanguins A et B et les
glycoaminoglycanes avec 1’héparine ou I’héparane sulfate [89], [93], [209]-[213] qui
interagissent avec PfEMP1 [209] caractérisant ainsi les nombreux phénotypes différents de
rosetting. L’implication de ces phénotypes de rosetting dans I’accés palustre grave est
variable, comme cela a été mis en évidence par une absence de relation entre la fréquence de

rosetting évaluée et certains tableaux cliniques de gravité tels que la détresse respiratoire et le
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neuropaludisme [214]. Par ailleurs, il a été montré que, du point de vue génomique, certains
profils d’Homology Block associés au rosetting ne provoquent pas d’atteintes neurologiques
mais des tableaux pulmonaires [122]. Une étude serait nécessaire pour identifier les récepteurs
des GR impliqués dans les phénomenes de rosetting en relation avec les différents tableaux

cliniques dans la population du paludisme d’importation.

La séquestration parasitaire qui reste a 1’heure actuelle le mécanisme physiopathologique
considéré comme prépondérant dans la survenue d’un accés palustre grave repose sur
I’interaction entre des récepteurs de 1’hote situés a la surface des cellules et la protéine
parasitaire PFEMP1 exposée a la surface du globule rouge parasité [67], [72], [75], [76],
[102]. Chez I’hdte, de nombreux récepteurs ont été décrits dans ces interactions hote-parasites
[68], [85], [90] dont certains seraient particulierement impliques dans la cytoadhérence des
globules rouges parasités a I’origine de D’atteinte neurologique chez les enfants en zone
d’endémie. C’est notamment le cas de CD36 [85]-[88], [90], ICAM-1 [86], [87], [90], EPCR

[91], [140].

En accord avec les données de la littérature sur ces mémes récepteurs (CD36, ICAM-1,
EPCR) [88], [215], [216], nos résultats ont montré que le nombre de globules rouges parasités
cytoadhérents sur les recepteurs testés est plus élevé chez les populations a risque de
développer un PG et PTG repréesentées ici par les voyageurs/expatriés. Cette observation est
probablement liée a une proportion de knobs plus importante a la surface des globules rouges
parasités [71] lui permettant d’exprimer un phénotype de cytoadhérence multiple envers de
nombreux récepteurs de 1’hote [215], [216]. La présence de plusieurs clones de Plasmodium
falciparum avec des phénotypes différents dans un méme isolat peut également étre a

I’origine de ce phénomene [215], [216].

194



Malgreé ces observations, aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre les différents
phénotypes en fonction de la présentation clinique et du groupe d’exposition. Une différence a
la limite de la significativité est néanmoins observée pour la cytoadhérence sur CD36 avec les
isolats des MPG, R et V/E qui sont les populations les plus &gées et pour lesquelles la
probabilité de développer un APS est plus élevée mais ou le risque de PG et PTG n’est pas
négligeable. Cette hypothese ambigiie est toutefois en accord avec les données antérieures qui
ont mis en évidence dans certaines études une augmentation de la cytoadhérence a ce
récepteur dans les atteintes cérébrales chez I’enfant [88] tandis que d’autres études associent
la cytoadhérence a CD36 avec 1’accés palustre simple [86], [90]. L’absence de différences
entre les groupes pour le récepteur ICAM-1, méme si celui-ci est impliqué dans le
neuropaludisme [87], n’est cependant pas discordante avec certaines études. En effet, une
variation de la cytoadhérence a ce récepteur a été décrite, liee a son polymorphisme dans
certaines populations ou a la méthodologie de cytoadhérence utilisée dans 1’étude qui repose
sur une évaluation de la cytoadhérence sur récepteurs solubles en mode statique qui differe

des études en flux ou sur cellules transfectées exprimant un CD36 natif [86]-[88], [90].

L’EPCR est le dernier récepteur décrit dans le paludisme « trés grave » a 1’origine de
I’atteinte neurologique par son interaction avec le motif CIDRal de DC8 ou DC13 [91], [92],
[140], [206]. Cette manifestation cérébrale serait liée a la perte des récepteurs EPCR a la
surface des cellules endothéliales, et a la fixation des GR parasités a EPCR bloguant
I’activation de la protéine C ce qui provoque un déséquilibre du métabolisme de la
coagulation et un processus inflammatoire important [217], [218]. La forme soluble d’EPCR,
soumise a la variabilit¢ de son géne humain PROPCR, semble étre le reflet de I’atteinte
neurologique et serait considérée comme un facteur de protection de la séquestration sur

EPCR [141], [219], [220].
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Peu d’études ont été menées sur la cytoadhérence d’isolats cliniques de P. falciparum sur
EPCR ne permettant pas une comparaison de nos données qui ne montrent aucune différence
de cytoadhérence sur EPCR quelque soit les patients considérés. Cette trés faible adhérence
des isolats peut étre liée a des problémes méthodologiques comme [’utilisation de récepteurs
solubles pour ces essais au lieu d’antigénes natifs, d’une concentration non optimisée en
récepteurs ou de l’utilisation d’une méthode statique sur boite qui peut modifier la
conformation du récepteur rendant son site de liaison moins accessible a PfEMP1. A
I’inverse, on ne peut exclure que la cytoadhérence a EPCR n’est pas le mécanisme
prépondérant de la survenue du paludisme «trés grave » dans le cadre du paludisme
d’importation et cela pour plusieurs raisons. En effet, la cytoadhérence a EPCR est impliquée
au départ dans le neuropaludisme chez I’enfant ce qui représente dans notre population une
minorité de patients. En revanche, le manque de puissance de notre étude par le faible effectif
ainsi que la potentielle non implication d’EPCR dans les autres formes « tres graves » de
paludisme ou chez les adultes ne nous permet peut étre pas de mettre en évidence ce
phénotype dans ce groupe de patients adultes avec du paludisme grave sans atteinte cérébrale
[221]. Une étude ciblée de ce phénotype de cytoadhérence dans une population d’enfants
présentant une atteinte neurologique dans le cadre du paludisme d’importation est nécessaire
pour valider a cette hypothése. L’atteinte neurologique chez I’enfant serait la conséquence de
la conjugaison entre un désequilibre de la coagulation et une réaction inflammatoire, or ces
mécanismes physiopathologiques n’ont pas été validés chez I’adulte et ne sont peut étre pas a
I’origine du neuropaludisme chez 1’adulte qui représente la majorité de nos patients [221].
Enfin, la cytoadhérence ne représente peut étre qu un mécanisme minoritaire dans la survenue
de I’accés palustre « trés grave » qui doit étre associé a un ou plusieurs autres phénotypes de
cytoadhérence comme cela a déja pu étre décrit lors d’études in vitro mais aucun argument sur

I’existence d’un phénotype multiple de cytoadhérence n’est disponible in vivo [99], [100].
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Un sous groupe de gene var A et B/A, préférenticllement exprimés lors d’un acces palustre
grave [112], [114]-[116], coderait pour des protéines PFEMP1 aux régions semi-conservées
[77] contenant des domaines cassettes, dont le phénotype d’adhérence entrainerait une
obstruction de la microcirculation des organes profonds notamment pour DC4, DC5, DC8 et
DC13 [78]-[83].

L’étude antérieure sur le profil d’expression des geénes var et des domaines cassettes a
démontré la surexpression d’Al, A2, A3, B1, BC1, DBL0o2/al1.1/2/4/7, CIDRal.1, DBLB12-
DBLp3/5, DBLal.7 et DBLB7/9 dans les formes « graves » et « trés graves » de I’infection a
Plasmodium falciparum. Aprés avoir déterminé les phénotypes d’adhérence des isolats
cliniques de P. falciparum prélevés dans le cadre du paludisme d’importation, nous avons
cherché a corréler ces phénotypes au profil d’expression des génes var et DC.

Le profil d’expression des genes var et des domaines cassettes dans la population d’étude de
ce travail est quasi similaire a celui observé dans notre étude précédente malgré une étape
supplémentaire de maturation des formes parasitaires. Cependant, bien qu’un temps de
maturation < 48 heures pour limiter la variation d’expression des geénes en culture ait été
respecté [208], une diminution significative du niveau d’expression d’A3, B2, BC2, DBLB12-
DBL3/5, DBLB3 et DBLYDCS a été observée. Ces genes ont déja été identifiés dans 1’étude
précédente comme associés a des formes palustres graves (A3, B2, BC2, DBLA12-DBLB3/5,
DBLB3) ou des formes simples (DBLyYDCY) ; ces tendances ont été retrouvées dans 1’étude
sur un autre groupe d’isolats confirmant que la variation de leur expression au cours de la

phase de maturation in vitro ne modifie pas I’interprétation de I’expression des génes.

La surexpression des génes Al, A3, B1, B2, BC1, DBLa2/al.1/2/4/7, CIDRal.1, DBLal.4,
DBLB12-DBL3/5, DBLal.7, DBLy4/6, DBLB7/9 et DBLPB3 dans le paludisme « grave » et
le paludisme « trés grave » d’importation confirme nos précédents travaux. Les génes A, B,

DC4, DC5, DCS8 et DC13 sont présents a un niveau d’expression plus élevé dans cette
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population hétérogéne ce qui permet d’aboutir aux mémes conclusions sur la potentielle
expression non aléatoire des genes var et DC chez les patients a risque de développer un acces

palustre grave.

La corrélation observée entre le phénotype de cytoadhérence et I’expression des génes var et
DC confirme la relation existante et identifiée entre les génes du groupe A et le rosetting mais
révéle pour la premiére fois un phénotype de rosetting associé aux DC8 et DC4 via
respectivement leur motif protéique DBLa2 et DBLB3 ainsi qu’une relation en faveur de la
cytoadhérence du motif DBLa2 sur ICAM-1. Ces résultats ajoutent des arguments en faveur
d’une participation active de DC8 et DC4 dans le paludisme « trés grave » dans un contexte
de paludisme d’importation. La corrélation négative entre DBLB12-DBLB3/5 et CD36,
récepteur décrit dans les formes simples, va également dans le sens d’une association entre
DCS8 ainsi que DC4 et la gravité de I’infection palustre. La corrélation négative entre DBLo4,
surexprimé dans le PG et PTG, et EPCR signale qu’il existe probablement un autre

mécanisme d’action qu’EPCR dans la survenue d’un paludisme grave pour DC4.

Le motif DBLal est un domaine protéique de structure semi-conservée largement décrit dans
la littérature comme le principal ligand des récepteurs CR1, GAG et des antigenes de groupe
sanguin A et B impliqués dans le rosetting [209]-[213], [222], [223] ainsi qu’un antigéne de
choix pour le développement de I’'immunité anti-palustre [126]-[128], [169], [189], [190],
[224], [225]. Les trés nombreuses études menées sur les séquences de ce motif ont révélé une
association entre la composition de cette séquence de DBLal et le groupe de genes var
apparenté ainsi qu’avec sa capacité¢ a former des rosettes notamment pour les séquences
déletées pour 1 a 2 résidus cystéines [94]-[96], [117], [121]. L’ identification d’un domaine
DBLa conservé au sein de la domaine cassette DC8 et corrélé au rosetting, et pour la
premiere fois a la cytoadhérence a ICAM-1 et au PTG, renforce I’intérét pour ce domaine

protéique et plus généralement pour DC8 en tant que potentiel cible thérapeutique [226] ou
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candidat vaccin. La poursuite de la description de ces séquences protéiques DBLa-DC8 est
nécessaire afin de déterminer des séquences conservées dans ce domaine protéique et
d’identifier les sites d’interaction et ligands potentiels en vue de développer des

thérapeutiques spécifiques est justifiée.

Le recrutement des isolats pour cette ¢tude de phénotypage s’est déroulé de manicre
prospective, 1’objectif étant d’obtenir des groupes définis par la présentation clinique de
I’acces palustre de taille équivalente pour I’analyse statistique. Ce mode de recrutement
associé a une sélection involontaire des isolats de Plasmodium falciparum dont la maturation
en culture était variable, a probablement introduit un biais de sélection. Cette hypothése est
étayée par une distribution différente de nos groupes de patients exposés dans cette étude par
rapport aux études précédentes ainsi que par ’absence de variation dans la numérotation des

plaquettes entre les groupes cliniques considérée comme un marqueur de gravité [52].

La majorité des patients recrutés présentaient un tableau de PG ou de PTG quelque soit
I’origine ethnique des patients, répartition qui n’avait pas €té observée pour I’instant dans les
2 précedents travaux présentés. Néanmoins, méme si les PG et PTG représentaient 51 % des
cas chez les MPG, ce groupe d’exposition demeure le plus « protégé » contre I’accés palustre
grave contrairement aux groupes MSG et V/E qui présentaient dans cette étude
respectivement une proportion cumulée de PG et PTG de 83 et 89%. Ces tendances de
répartition sont considérées comme concordantes avec les données de nos populations de
paludisme d’importation antérieures. La totalité des patients résidents en zone d’endémie dans
notre groupe d’étude présentent un tableau de paludisme « tres grave » caractérisé dans 87 %
des cas par des atteintes non cérébrales. Cette répartition atypique de PTG dans ce groupe de
patients dont la moyenne d’age est de 28 ans, est probablement liée a leur pré-exposition
intense au parasite dés leur plus jeune age en zone d’endémie leur conférant une potentielle

semi-immunité précoce contre les formes neurologiques de la maladie associées a un groupe
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restreint de génes var et de proteéines PfEMP1 semi-conservées [161], [168], [170], [171],
[173]-[175], [186]. Enfin, I’dge élevé reste dans cette population une variable plus
fréquemment retrouvée dans les groupes a risque de PTG comme cela avait déja été observé
dans les travaux antérieurs et sur d’autres populations d’études dans le cadre du paludisme
d’importation [199]. Les observations faites pour ce groupe d’étude montrent une fois encore
que I’age ¢élevé et le groupe de patients exposés peuvent avoir une influence sur la
présentation clinique de I’acces palustre d’importation comme cela avait déja été mis en

évidence dans les 2 précédents travaux rendant ces populations comparables entre ces études.

Au total, un double phenotype de cytoadhérence a été mis en évidence pour la premiere fois
pour les motifs protéiques DBLa2 et DBLB3 suite a leur corrélation respectivement avec
ICAM-1 et le rosetting. Le domaine protéique DBL dont fait partic DBLB3 de DC4 est au
départ un site d’interaction pour ICAM-1. DBLa est le principal ligand associé au rosetting et
n’a jamais été décrit dans des interactions avec ICAM-1. Ces resultats doivent étre confirmés
par des études de séquences et lors d’études in vitro. L’existence d’un double phénotype de
cytoadhérence sur le méme domaine protéique est une hypothese qui n’a jamais été explorée
et qui pourrait expliquer I’existence suggérée de phénotypes d’adhérence multiples observés
lors des cas de paludisme « grave » et « trés grave » et mis en évidence lors d’études in vitro
sur des souches de Plasmodium falciparum [99], [100]. De récents travaux ont également
observées que DC8 et DC13 avaient la capacité de cytoadhérer a de nombreux types de
cellules endothéliales ce qui pourrait étre expliqué par des phénotypes multiples d’adhésion
aux récepteurs des cellules endothéliales [227]. L hypothése d’une similarité de séquences au
niveau des sites d’interaction de ces domaines protéiques pourrait également expliquer

I’acquisition rapide d’une immunité transversale apres un acces palustre grave.
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L’ensemble des observations faites dans notre population doit étre confirmé par d’autres
études plus puissantes incluant un nombre de patients plus important dans un contexte

clinique précisément défini pour corréler ces observations avec un tableau clinique particulier.
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DISCUSSION ET

PERSPECTIVES



Le paludisme a Plasmodium falciparum est un probléme de santé publiqgue mondial exposant
3.3 milliards de personnes au risque d’infection et responsable de centaines de milliers de
morts par an notamment chez les enfants de moins de cinq ans en zone d’endémie [1]. Ce
fléau parasitaire n’est pas seulement un probléme en zones intertropicales car les pays
devenus non endémiques pour le paludisme restent toujours exposer a ce risque infectieux par
les échanges commerciaux et le tourisme qui se développent de plus en plus entre ces régions
[2]. Les pays d’Europe occidentale et notamment la France, premier pays exposé en Europe
avec environ 4100 cas de paludisme d’importation annuels en 2013 dont 87% d’infection a
Plasmodium falciparum, originaire dans 96% des cas d’Afrique subsaharienne [4], sont
particulierement exposés a ce risque posant de réels problemes de diagnostic et de prise en
charge de ces patients [3], [6], [7], [30]. En 2013, 10 déceés directement reliés a 1’acces

palustre par Plasmodium falciparum ont été recensés [4].

C’est dans ce contexte épidémiologique que le centre national de référence du paludisme en
France, via un réseau compose de 80 correspondants hospitaliers, a entre autres pour mission
la surveillance, de maniére prospective, du nombre de cas de paludisme d’importation
diagnostiqués en France métropolitaine et ’apport d’une expertise biologique a partir des
prélevements ayant permis le diagnostic dans les différents centres hospitaliers

correspondants.

Le paludisme d’importation a Plasmodium falciparum touche une population hétérogéene de
patients dont les principales catégories sont les migrants de premiere génération, les migrants
de deuxieme génération, les voyageurs, les expatriés de retour de zones d’endémie et les
résidents de zone d’endémie en voyage en France. Toutes les tranches d’age peuvent étre
atteintes dans le paludisme d’importation. De méme, les antécédents des patients
(« I’histoire ») vis-a-vis de Plasmodium falciparum est trés variable selon les cas, conférant

pour certains une probable « protection » contre certaines formes cliniques [176], [177], [228]
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méme si les données peuvent étre contradictoires selon les populations [15]. L’acces palustre
grave d’importation a Plasmodium falciparum représentait 12% des cas notifiés en France
meétropolitaine en 2013 [4]. Contrairement aux formes palustres décrites en zone d’endémie
en Afrique subsaharienne caractérisées majoritairement par une anémie sévere et une atteinte
cerébral ou neuropaludisme chez les enfants de moins de cing ans, le paludisme grave
d’importation se présentent sous des formes cliniques variées qui peuvent étre plus ou moins

associées a un risque élevé de mortalité [23]-[27].

De nombreuses études ¢pidémiologiques effectuées dans le cadre du paludisme d’importation
ont permis d’identifier des facteurs de risque associés a la survenue d’un acces palustre grave
[5]-[7] mais il n’existe a ’heure actuelle que trés peu de données biologiques et quasiment
aucune investigation des mécanismes physiopathologiques de 1’accés grave menée dans le
cadre du paludisme d’importation. La grande partie des résultats publiés portant sur les
interactions hote-parasite et les mécanismes physiopathologiques associés sont issus d’études
réalisées sur des populations d’enfants 4gés de moins de cing ans, résidant dans des zones
rurales en zone hyper endémique d’Afrique subsaharienne ou dans des régions endémiques
instables comme en Papouasie-Nouvelle-Guinée, soumis a une exposition plus ou moins
permanente au risque palustre et potentiellement exposés a d’autres risques infectieux.
L’ensemble de ces caractéristiques rend parfois difficile la transposition des résultats générés
dans ces zones avec les populations rencontrées dans le contexte du paludisme d’importation

limitant ainsi la compréhension des phénomenes observés dans ce cadre.

C’est dans ce contexte que s’est inscrit ce projet de thése dont le principal objectif était
I’analyse de facteurs d’hote et de facteurs parasitaires dans le paludisme grave d’importation.
La principale difficulté de ce travail était au départ de recruter, via les isolats inclus, des
groupes de patients qui soient représentatifs des populations rencontrées dans la cadre du

paludisme d’importation. Le réseau de correspondants du CNR paludisme grace a qui le
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recrutement des échantillons a été réalisé, a permis en partie de pallier a ce probléeme. Avec
une représentativité de 52.4% des cas diagnostiqués en France métropolitaine en 2013, ce
réseau de surveillance reflete les tendances observées dans les populations de voyageurs
visitant des zones d’endémie. D’autre part, comme évoqué ci-dessus, les populations de
patients dans le contexte du paludisme d’importation sont trés hétérogénes par rapport aux
populations étudiées en zone d’endémie, particulierement en Afrique subsaharienne, nous
obligeant a établir une classification pertinente et précise des patients et des présentations
cliniques observées afin de faire ressortir les potentielles différences significatives entre les

groupes.

Ces travaux de these se sont articulés autour de trois grands thémes. La premiére partie de
mes travaux a consisté a identifier des facteurs de risque associés a la survenue de 1’acces
palustre « trés grave » dans le cadre du paludisme d’importation en prenant en compte pour la
premiére fois, au plus des données épidémiologiques et cliniques, le statut sérologique des
patients et en utilisant de nouveaux marqueurs de sévérité de 1’infection palustre que sont le
dosage plasmatique de la protéine parasitaire HRP2 et ’estimation des biomasses totales,
circulantes et séquestrées parasitaires. A travers une reclassification parmi les acces palustres
graves définis par le score de ’OMS de 2000 [20], et modulé par les recommandations
frangaises de prise en charge du paludisme d’importation en France métropolitaine [21], cette
premiére partie de la thése avait pour objectif de valider cette classification clinique par
I’utilisation de ces données biologiques associées a la survenue de 1’accés palustre « trés
grave » en zone d’endémie [56]-[58]. Cette analyse a ainsi permis dans un premier temps de
confirmer certains facteurs de risque déja identifiés dans les formes de paludisme grave
fortement associées a la mortalité. Ainsi, ’age élevé des patients [163], [199], I’origine
ethnique [5]-[7], [25], [27], le délai de prise en charge [6], [7], ’absence d’antécédents de

paludisme [5] et la profondeur de la thrombopénie [52] apparaissent aussi dans notre
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population comme des facteurs de risque d’acces palustre «tres grave » lié a Iatteinte
d’organes profonds et a I’état de choc. Ce sous groupe clinique de paludisme « trés grave » a
également été caractérisé par une biomasse parasitaire séquestrée élevée qui confirme que le
tableau clinique et biologique que nous avons défini comme le paludisme «trés grave »
constitue Véritablement une entité clinigue a part entiere avec un mécanisme
physiopathologique significativement différent du paludisme « grave » et du paludisme
simple définis selon nos critéres, associée a une quantité tres élevée de formes parasitaires
séquestrées dans la microcirculation. Ce groupe clinique constitue donc un groupe d’intérét
pour des études ultérieures sur les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les

formes « trés graves » du paludisme d’importation.

Comme suggérée dans des travaux antérieurs publiés [176], [177], [228], nous avons émis
I’hypothése d’une « protection a long terme» vis-a-vis de 1’accés palustre « trés grave »,
d’acquisition rapide quel que soit ’dge des voyageurs et découlant d’une pré-exposition a
Plasmodium falciparum afin d’expliquer les différences observées entre les sous groupes
cliniques. Méme si les données épidémiologiques et cliniques semblent corroborer cette
hypothése, la détection et la quantification des anticorps totaux dirigés contre P. falciparum
constitue un bonne méthode pour évaluer 1’exposition antérieure du patient au parasite mais
ne constitue pas, comme le confirment nos résultats, le reflet d’une « protection
immunologique » vis-a-vis des formes « tres graves » de I’infection palustre a Plasmodium
falciparum. La nécessité d’un meilleur outil biologique capable de déterminer chez un patient
un statut de « protection » ou « a risque » de paludisme « trés grave » a été mise en évidence
et doit étre investiguée dans cette population de patients dans ’hypothése d’une acquisition
séquentielle d’une protection immunologique humorale contre la séquestration parasitaire,

impliquée dans les formes « graves » et les formes « tres graves » de I’infection palustre, chez
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le voyageur, et probablement, chez les populations vivants en zone d’endémie ou la

prévalence du paludisme diminue.

Ce premier travail a présenté des limites dans 1’étude du paludisme d’importation. Le nombre
de marqueurs biologiques étudiés lors de cette étude et les critéres d’inclusions choisis ont
limité le recrutement de certains patients en raison d’un volume de prélévement insuffisant, et
notamment les jeunes enfants présentant un paludisme d’importation ainsi que certaines
formes graves qui sont par conséquent sous représentées dans notre population de patients.
Des études complémentaires seraient donc a effectuer chez les enfants principalement ou pour

certaines catégories cliniques pour confirmer nos observations.

A partir de ces premiéres observations, la deuxieme partic des travaux s’est focalisée sur
I’étude du profil d’expression des génes var et des DC, respectant les mémes classifications
cliniques et épidémiologiques que dans la premiere partie, afin de compléter les donnees
épidémiologiques, cliniques et sérologiques avec des résultats de transcriptomique. L’objectif
¢tait d’identifier une expression de génes ou de groupes de geénes corrélée avec I’apparition
d’un paludisme « grave » ou « trés grave » d’importation. L’étude de I’expression des génes
var et de certains DC incriminés dans les formes graves de I’infection palustre a été menée en
fonction des principaux facteurs de risque identifiés dans I’étude précédente que sont I’age,

I’origine ethnique des patients et leur statut sérologique.

Pour la premiere fois dans une population de paludisme d’importation, il a pu étre mis en
évidence une correspondance entre la présentation clinique de 1’accés palustre grave et
I’expression de certains groupes de génes var et DC. La surexpression des génes ou groupes
de genes Al, A2, A3, B1, B2, DBL0o2/a1.1/2/4/7, CIDRal.1, DBLB12-DBLA3/5, DBLal.7,
DBLy4/6, DBLal.4 et DBLP3 identifiée dans ce travail pour les groupes cliniques de

paludisme « grave » et de paludisme « tres grave » est en accord avec les résultats d’études
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réalisées chez des enfants présentant un neuropaludisme en zone d’endémie et chez lesquels
une surexpression des groupes A, B et des DC8 et DC13 avait été mis en évidence [82], [83],

[112], [113], [116], [118].

Ces resultats permettent de décrire, dans une autre population hétérogéne a risque de
développer un acces palustre «trés grave » aux caractéristiques épidémiologiques,
démographiques, cliniques et immunologiques différentes des enfants de moins de cing ans en
zone d’endémie, une surexpression dun groupe restreints de genes var et de DC déja
retrouvée dans les populations précédemment étudiées de zone d’endémie. Les protéines
PfEMP1 codées par ce groupe de genes var et contenant ces DC peuvent étre considérées
comme de potentiels antigenes candidats pour une thérapie vaccinale des formes graves de
paludisme. Néanmoins, ces résultats ne représentent qu’une image partielle du transcriptome
des genes var dans cette population de paludisme d’importation. Le nombre relativement
restreint de patients inclus dans cette deuxieme étude (151 patients) ainsi que le design de
I’é¢tude moins robuste du point de vue statistique qu’une étude de cohorte ou qu’une étude
cas-témoin, ne permet pas clairement d’identifier une surexpression significative d’un groupe
particulier de genes dans un groupe clinique précis. Le choix des DC pour cette étude, basé
sur des données de la littérature, limite également 1’analyse de ce transcriptome au risque de
ne pas identifier un groupe de DC d’intérét. Des études plus conséquentes avec une
méthodologie différente pourraient étre réalisées dans cette population afin de confirmer ces
résultats préalables. De plus, nos sous groupes cliniques rassemblent des atteintes cliniques
différentes (atteinte rénale, hépatique, pulmonaire,..) avec un profil d’expression des genes
var et DC qui leur sont probablement propres. Des investigations plus poussées dans chacun
de ces sous groupes cliniques tel que 1’état de choc, I’insuffisance rénale aigue ou la détresse

respiratoire, apporteraient des informations supplémentaires sur la complexe interaction entre
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le parasite et ’hote au niveau de I’expression des génes var et de la présentation clinique

associée chez I’hote.

La séquestration parasitaire, via les protéines PFEMP1 codées par les génes var, est le
principal mécanisme physiopathologique impliqué dans la survenue de 1’accés palustre. Alors
que de nombreux récepteurs de I’hote ont été identifiés comme intervenant dans ’acces
palustre grave en zone d’endémie, aucune donnée de cytoadhérence n’est disponible pour
’accés grave dans le cadre du paludisme d’importation. La troisiéme partie de ces travaux de
thése s’est tournée vers I’étude du phénotype d’adhérence d’un sous-groupe d’isolats
cliniques de Plasmodium falciparum et sur la corrélation entre le phénotype de cytoadhérence

observé et le profil d’expression des genes var et DC dans cette méme population.

Les résultats obtenus montrent que le phénomeéne de rosetting est le principal mécanisme de
cytoadhérence impliqué dans la survenue de I’accés palustre « trés grave » chez les
populations de voyageurs. Ces observations, conformes a ce qui a pu étre décrit chez les
enfants de moins de 5 ans en zone d’endémie [93], s’appuient dans le paludisme
d’importation sur une fréquence plus élevée de rosetting chez les patients présentant un acces
palustre «trés grave » et confirmé par la suite comme le seul facteur de risque de 1’acces
palustre « tres grave » par rapport aux autres phénotypes de cytoadhérence. La diminution de
la fréquence de rosetting chez les MSG et les MPG est également associée a une protection de
ces populations vis-a-vis de ces formes graves. Néanmoins, ce phénomeéne de rosetting
n’explique pas I’ensemble des cas de paludisme « tres grave » observés dans le paludisme
d’importation et 1’absence de différences que ce soient entre les groupes cliniques ou entre les
groupes de patients exposés en ce qui concerne 1’adhérence aux récepteurs CD36, ICAM-1 et
EPCR, laisse présager que les mécanismes physiopathologiques sont différents entre les

enfants en zone d’endémie et les adultes dans le contexte de paludisme d’importation ou qu’il
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existe d’autres phénotypes impliqués dans le paludisme grave qui n’ont peut étre pas été testés

dans cette étude ou pas encore décrits dans les populations a risque.

Le profil d’expression des genes var et DC analysé apres maturation in vitro des parasites des
isolats cliniques de Plasmodium falciparum, responsable d’accés de paludisme d’importation,
confirme nos résultats précédents avec la surexpression des genes Al, A3, Bl, B2, BC1,
DBL02/al1.1/2/4/7, CIDRal.1, DBLal.4, DBLB12-DBLP3/5, DBLal.7, DBLy4/6, DBLB7/9
et DBLP3 associ¢e au paludisme grave. La corrélation entre le phénotype de cytoadhérence
observé et le profil d’expression de ces genes a été confirmé entre DBLa2 et DBLB3 avec le
phénotype de rosetting ce qui correspond a la premiére description d’un phénotype de
rosetting pour DC8 et DC4 qui au départ avaient eté identifiés comme les ligands préférentiels
d’EPCR et d’ICAM-1 in vitro. Cette implication de DC8 et DC4 dans ce phénoméne de
rosetting tres fortement associé au paludisme « tres grave » d’importation apporte encore un
élément supplémentaire a la prédominance de ces domaines cassettes DC8 et DC4 dans les
formes graves de 1’acces palustre avec un fort taux de mortalité confirmant 1’intérét a porter a
ces domaines protéiques comme protéines candidats vaccins vis-a-vis des formes graves de
paludisme. Les deux phénotypes (ICAM-1/rosetting pour DC4 et EPCR/rosetting/ICAM-1
pour DC8) qui semblent étre associés a ces domaines cassettes DC8 et DC4 relancent
I’hypothése de phénotypes de cytoadhérence multiples au niveau du globule rouge parasité.
En effet, c’est la premicre fois que pour deux motifs protéiques de DC, un phénotype de
cytoadhérence y est attribué. Cette hypothése doit étre vérifiée par d’autres investigations in
vitro et surtout in vivo afin de confirmer les phénotypes observés dans notre étude et
d’investiguer le phénotype de cytoadhérence sur EPCR pour expliquer 1’absence de

significativité dans notre population.

L’ensemble de ces résultats obtenus a partir d’une population présentant un acces palustre

d’importation a mis en évidence des mécanismes physiopathologiques et des interactions
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hote-parasite qui n’avaient été jusqu’alors mis en évidence qu’en zone d’endémie et y apporte
des nuances et des précisions dans un environnement ou 1’exposition au parasite est maitrisée
et les moyens d’investigations plus importants. L’effet protecteur de la pré-exposition a
Plasmodium falciparum avait été décrit pour une exposition continue et intense au parasite en
zone d’endémie et 1’étude dans le cadre du paludisme d’importation révele que cette
protection peut perdurer en I’absence d’exposition continue. De plus, la découverte de
I’implication des genes du groupe A, B et des domaines cassettes DC4, DC5, DC8 et DC13
dans le paludisme « trés grave » d’importation et de la participation de DC4 et DC8 dans le
phénomeéne de rosetting également dans les formes graves associées a une forte mortalité
prouvent que paludisme grave d’importation et le paludisme grave en zone d’endémie sont
soumis aux mémes mecanismes physiopathologiques et font intervenir les mémes facteurs
parasitaires pour la séquestration parasitaire. Le paludisme d’importation représente donc une
entité clinique proche du paludisme grave en zone d’endémie malgré une population de
patients différente mais s’apparenterait davantage aux présentations de paludisme grave
observé dans les zones de paludisme instable telles que les régions du Sud-Est asiatique. Dans
ces régions, le paludisme grave est caractérisé par ’atteinte neurologique [229], I’état de choc
[230] et I’insuffisance rénale aigue [231] et touche toutes les générations comme dans le
contexte du paludisme d’importation [232]. De plus, les principaux facteurs de risque de
paludisme grave identifiés dans ces populations d’Asie sont identiques a ceux des patients en
zone non endémique avec le délai de prise en charge, I’absence d’antécédents de paludisme et
lorigine ethnique [233] ce qui impliquerait que les différents mécanismes
physiopathologiques de ’acces palustre grave mis en évidence dans plusieurs populations
avec des degrés d’exposition variés, ne seraient pas liés a I’origine géographique de la souche

de Plasmodium falciparum mais le résultat de la pression immunitaire de I’hdte sur le
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parasite, acquise progressivement au fur et @ mesure des expositions successives au parasite

mais pérenne.

Le paludisme d’importation en France métropolitaine pourrait ainsi étre le reflet du paludisme
tel qu’il pourrait étre dans de nombreuses années. Suite aux programmes d’éradication du
paludisme en zones intertropicales, 1’épidémiologie des populations infectées dans ces zones
changent et de plus en plus d’adultes, par des réexpositions ponctuelles, présentent des acces
palustres contre lesquels ils étaient « prémunis » [234]. L’hypothése d’une exposition
similaire des patients migrants africains qui déclarent un acces palustre d’importation est
émise, caractérisant le paludisme d’importation comme le modéle du paludisme en cours

d’éradication dans certaines régions.

Les perspectives possibles de ces différents travaux seraient selon plusieurs axes :

e Les résultats sur le statut sérologique des patients en fonction de la présentation
clinique ont mis en évidence des titres d’anticorps élevés dans le paludisme « tres
grave » et le paludisme simple. Ces données quantitatives plus que qualitatives doivent
étre investiguées pour identifier les antigenes de surface, dont potentiellement ceux
impliqués dans la séquestration parasitaire, préférentiellement reconnus par le systeme
immunitaire de 1’hote au cours de 1’acces palustre et aussi confirmer I’effet de la pré-
exposition au parasite sur cette réponse humorale dans ’hypothése d’une acquisition

séquentielle de I’immunité anti-palustre.

e L’identification du sous groupe de genes var et des DC impliqués dans le paludisme
« trés grave » doit étre confirmée sur une autre population de patients ayant contracté
un paludisme d’importation et élargir cette identification a d’autres sous groupes
cliniques du paludisme d’importation mieux définis tels que I’état de choc,

I’insuffisance rénale aigue organique ou la détresse respiratoire lors du paludisme
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grave. Cette <¢étude permettrait en parallele d’apporter des informations
supplémentaires sur les complexes interactions hote-parasite au cours de différents

tableaux cliniques.

L’implication de DBLa2 et de DBLB3 dans le phénoméne de rosetting doit étre
investiguée par des études in vitro et complétée par d’autres études sur des populations
présentant d’autres formes cliniques de gravité. Si ces motifs protéiques représentent
véritablement des protéines « candidat vaccins », une étude du polymorphisme de ces
séquences doit également étre entreprise en paralléle sur différentes souches de

Plasmodium falciparum et sur d’autres isolats cliniques de 1’espéce.

Suite aux résultats de 1’étude du phénotype de cytoadhérence, il semblerait que le
rosetting n’explique pas toutes les formes graves observee laissant soupgonner
d’autres phénotypes de cytoadhérence impliqués ou d’autres mécanismes
physiopathologiques intervenant dans ce tableau de gravité qui devront étre étudiés

notamment la réponse immunitaire exacerbé lors du paludisme grave.
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