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PLACE DE L'EPIDEMIOLOGIE GENETIQUE DANS L'ETUDE
DES MALADIES INFECTIEUSES. EXEMPLE DU PALUDISME

A. GARCIA, L. ABEL, M. CoT, J.-P. CHIPPAUX, J. FEINGOLD

RESUME - Les études d’épidémiologie génétique
constituent un nouvel outil dans ’étude du paludisme,
avec des retombées intéressantes dans la compré-
hension des inter-relations hote/parasite. Elles ont
d’ores et déja permis de conclure a Pexistence
d’un géne majeur co-dominant a transmission
mendélienne contrdlant les niveaux de parasité-
mie. Cet alléle a une fréquence de 24%, ce qui
signifie qu’environ 6% de la population est pré-
disposée a de fortes parasitémies. Ces études sou-
lignent Pintérét de prendre en compte ’existence
d’une variabilité génétique dans le développement
et Pévaluation des programmes de contrdle de la
maladie. Elles ouvrent de nouvelles perspectives
en thérapeutique et dans ’élaboration de stratégies
vaccinales.

MOTS-CLES - Paludisme, épidémiologie géné-
tique.

Toute forme de vie, végétale ou animale, est sujette
a des agressions microbiennes et la survie de chaque
espéce dépend en partie de I'existence de certaines formes
de résistance. Il existe deux grands types de résistances,
la résistance naturelle, ou constitutionnelle, et la résis-
tance acquise. La résistance naturelle d’un hote poten-
tiel & une infection est liée & un processus physiologique,
entrafnant une impossibilité de 1’agent infectieux a péné-
trer ou & se développer dans I’hote. Elle ne nécessite pas
de contact préalable entre 1’h6te et I’agent infectieux (1).
La résistance acquise est treés étroitement li€e au systéme
immunitaire et nécessite un premier contact entre ’hdte et
le micro-organisme. Avant cette rencontre, 1’hote est
démuni de tout moyen de défense spécifique contre cet agent
et c’est au cours de ce premier contact que va se déclen-
cher une suite de processus extrémement complexe qui abou-
tira, lors des contacts ultérieurs, au déclenchement de la
réponse immunitaire spécifique.
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PLACE OF GENETIC EPIDEMIOLOGY IN THE
STUDY OF INFECTIOUS DISEASES. THE
EXAMPLE OF MALARIA.

ABSTRACT - Genetic epidemiology is a new tool
for the study of malaria, with interesting incidence
in the comprehension of host/parasite interrela-
tions. The existence of a co-dominant major gene,
with a mendelian transmission, controlling the
levels of parasitemia has been found out. This
allele has a frequency of 24% which means that
about 6% of the population is predisposed to high
parasitemias. These studies show the interest to
integrate the existence of a genetical variability in
the development and the evaluation of malaria
control programmes. They are offering new pers-
pectives in therapeutics and in the elaboration of vac-
cinal strategies.
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Plusieurs méthodes existent pour étudier la varia-
bilité individuelle de cette susceptibilité aux infections. Les
études expérimentales sur modele animal permettent de
contréler tous les éléments, environnement, agent infec-
tieux et hote, impliqués dans le processus infectieux. Le
contrble génétique de la résistance naturelle aux infec-
tions a été largement étudié sur des modeéles animaux
(2). Le but général de la recherche expérimentale dans le
domaine de la susceptibilité génétique aux maladies infec-
tieuses est d’isoler des phénotypes étudiables (comportement
face 2 des infections expérimentales, réponses & des molé-
cules thérapeutiques ou vaccinales...) et de rechercher
parmi eux ceux qui sont sous le contrdle de facteurs
génétiques. L’animal le plus souvent utilis€ en pathologie
infectieuse est la souris, qui présente un certain nombre
d’avantages, parmi lesquels ’existence d’un systéme
équivalent au systtme HLA de I’homme, le systéme H-2.

LES ETUDES SUR L’ANIMAL DE LABORATOIRE

Les parasites du paludisme humain ne parvenant pas
a se développer chez les especes non primates, les études
expérimentales sur modéles animaux ’ont été sur les
espéces plasmodiales Plasmodium berghei, Plasmodium
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chabaudi et Plasmodium yoelii. Plusieurs phénotypes
sont étudiables, qu’il s’agisse de phénotypes cliniques
(réponses 2 I'infection primaire comme la parasitémie,
la durée de survie, le taux de mortalité) ou de phéno-
types biologiques comme la réponse immunitaire. Cette réac-
tion immune a été étudiée secondairement 2 I’infection expé-
rimentale et en réponse a I'injection de certaines protéines
potentiellement vaccinales.

La susceptibilité a I’infection primaire par Plas-
modivin chabaud; varie de maniére importante selon la lignée
animale utilisée (3). Le méme type de variabilité a été
mis en évidence pour 'infection par Plasmodium yoelii,
que ce soit en terme de parasitémie (souche non Iétale) ou
de durée de survie (souche létale) (4). Les études qui ont
tenté d’identifier les génes contrblant cette susceptibi-
lité/résistance ont souvent donné des résultats discor-
dants. Certaines équipes ont défini la résistance comme étant
sous le contrdle d’un géne autosomal dominant (3,5,6), alors
que d’autres attribuent cette résistance & un controle poly-
génique (7), avec parfois une influence du sexe : la résis-
tance est plus importante chez les souris femelles et est inhi-
bée par la testostérone (8). Qu’il soit monogénique ou
polygénique, ce contrdle génétique met en avant le role du
complexe H-2, équivalent chez la souris du systtme HLA
de ’homme (9).

La variabilité individuelle de la réponse a certaines
protéines vaccinales chez la souris a également été mise en
évidence. Le role protecteur d’anticorps dirigés contre
des antigénes de surface des sporozoites a tout d’abord
été mis en évidence sur des souris infectées par Plasmodiuin
berghei (10). L’incapacité de certaines lignées a produire
de tels anticorps a permis de mettre en évidence le 16le du
complexe H-2 dans cette réponse : seuls les animaux
exprimant certains haplotypes du complexe H-2 peuvent réagir
a ce type d’antigéne, les autres étant définis comme géné-
tiquement non-répondeurs (11,12). D’autres études ont
confirmé ces résultats en utilisant d’autres espéces plas-
modiales (13,14,15) et/ou d’autres antigenes (14,16).

L’ETUDE DE LA SUSCEPTIBILITE INDIVIDUELLE
AUX INFECTIONS
CHEZ L'HOMME, OU EPIDEMIOLOGIE GENETIQUE

Les études expérimentales sont inapplicables chez
I’homme et c’est & partir de 1’observation de concentrations
familiales de maladies que 1’épidémiologie génétique
cherche, par des méthodes statistiques, a élucider les
mécanismes génétiques impliqués. Ces méthodes, utilisées
en épidémiologie génétique des maladies infectieuses,
cherchent 2 isoler parmi I"ensemble des facteurs de risque
de ces pathologies, ceux qui ont un fondement génétique.
Certaines d’entre elles permettent galement d’élucider la
nature des facteurs génétiques en cause.

Méthodologie générale de I’épidémiologie génétique

* La démarche générale en épidémiologie génétique

Elle est similaire a celle utilisée habituellement
en épidémiologie. 11 est nécessaire dans un premier temps
de définir précisément la variable que I’on souhaite étu-
dier, c’est-a-dire le phénotype d’intérét, ainsi que la popu-
lation sur laguelle va porter 1’étude et le type d’enquéte que
Uon peut réaliser.
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Classiquement, on distingue les phénotypes qualitatifs
binaires (malade/non malade), souvent définis selon des
critéres cliniques, des phénotypes quantitatifs (dosage
biologique le plus souvent). En infectiologie, cette distinction
est difficile a faire : en effet, les manifestations cliniques
sont trés peu spécifiques d’un micro-organisme (fiévre, diar-
rhée, toux) ou, si elles le sont (cedéme de Calabar, migra-
tion sous-conjonctivale d’une filaire, acces palustre per-
nicieux), leur rareté implique I’inclusion d’un nombre
considérable de sujets et surtout ces aspects cliniques ne
reflétent pas la réalité de la morbidité de la maladie ni de
la prévalence de I’infection. En pratique, le diagnostic
est suspecté sur un cortege de signes cliniques et confirmé
par la mise en évidence directe du micro-organisme ou par
une sérologie. Dans le cadre des maladies infectieuses
parasitaires chroniques, on rencontre souvent des sujets por-
teurs du parasite sans aucune manifestation clinique ou, a
I’inverse, des individus cliniquement atteints chez qui la
recherche du parasite est vaine. Ces particularités ren-
dent Ja définition du phénotype trés difficile et I’inter-
prétation des résultats d’une enquéte doit étre trés spéci-
fique du phénotype étudié. Une fois ce phénotype précisé,
on peut réaliser une enquéte sur deux types de populations :
une population dite générale composée d’individus non appa-
rentés, et une population constituée de familles. Au sein
de chacune de ces populations, on utilise ou non des
marqueurs génétiques qui peuvent étre anonymes (poly-
morphismes de I’ADN), ou au contraire avoir une signi-
fication biologique particuliere.

Les principales applications de I'épidémiologie
génétique a I’étude du paludisme se sont concentrées sur
deux types d’études, les études en population générale
avec utilisation de marqueurs génétiques et les études
familiales sans marqueur génétique. Les analyses familiales
avec marqueurs génétiques (analyse de liaison génétique)
n’ont pas encore été€ utilisées dans 1’étude du paludisme.
Néanmoins, étant donné leur importance et leurs implications
éventuelles, nous les décrirons rapidement 4 la fin de ce
chapitre.

* Les études en population générale avec marqueur

On pourra s’intéresser & la distribution d’un mar-
queur dans des groupes d’individus se comportant dif-
féremment face a une infection, ou encore réaliser des
enquétes cas-témoins ayant pour objectif de comparer la
fréquence d’un marqueur entre un groupe de malades et
un groupe de témoins. Ces études ne sont réalisables que
pour un marqueur génétique ayant une signification bio-
logique particuliére et présentent d’autant plus d’intérét que
le marqueur joue un rdle dans le processus physiologique
étudié (groupes sanguins, systtéme HLA pour les phéno-
types impliquant une réponse immunitaire par exemple).
L’existence d’une fréquence significativement élevée ou
abaissée, d’un alléle marqueur parmi les cas, suggére
une association positive ou négative entre cet alléle et
la maladie. Les enquétes cas-témoins sont trés largement
utilisées en épidémiologie et leur application & 1'épidé-
miologie génétique pose quelques problémes spécifiques,
comme le choix des témoins, I’existence d’une interaction
entre le génotype du sujet et un facteur environnemental
(17) ou encore I'analyse statistique de ces enquétes (18).
Nous allons illustrer ces deux types d’études par des
exemples empruntés au paludisme en nous intéressant
d’abord & I’étude des anomalies génétiques des héma-
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ties dans les populations exposées au paludisme, puis
aux résultats d’une large enquéte cas-témoins réalisée en
Gambie sur 1’association entre des antigénes HLA et cer-
taines formes graves de la maladie.

L’analyse de la distribution des anomalies génétiques
des globules rouges dans les populations soumises a
I’infection palustre a montré de nombreuses associations
entre certaines de ces anomalies et un certain degré de résis-
tance vis-a-vis de I'infection. Concernant la drépanocytose,
Allison constate dés 1950 I’absence de porteurs d’hémo-
globine S parmi les enfants mourant de paludisme (19) et
les travaux récents de Hill (20) indiquent qu’une protec-
tion de I’ordre de 90% pourrait étre conférée par cette
anomalie vis-a-vis des accés pernicieux et des anémies
séveéres. D’autres anomalies ont été étudiées (21), qu’il
s’agisse des hémoglobinoses C ou E (22,23), des thalas-
sémies (24,25) ou des anomalies portant sur les récepteurs
membranaires, & ’origine par exemple de la résistance des
sujets Duffy négatif & I'infection par Plasmodium vivax (21).
Les mécanismes impliqués dans ces phénomeénes sont
encore parfois discutés, bien qu’il semble de plus en plus
probable qu’il s’agisse d’'une modification de la clairance
des hématies infectées (26,27) ou d’une augmentation
de la résistance des hématies a ’invasion par des parasites
(28). Le r6le du paludisme dans la sélection de ces poly-
morphismes est probablement trés important (29) et il
est possible d’estimer, a partir de la fréquence actuelle de
ces génes, I’impact qu’a eu le paludisme sur ces popula-
tions en terme de mortalité (30). Quoi qu’il en soit, ces
polymorphismes génétiques ne peuvent & eux seuls rendre
compte de la variabilité¢ de réponse & 'infection palustre
et des arguments existent aujourd’hui pour suspecter
d’autres mécanismes de contréle de la réponse a l'infec-
tion.

L’enquéte réalisée en Gambie a €tudié 1’association
entre des antigénes HLA et une expression clinique de la
maladie (31). Cette étude de type cas/témoins comparait

la fréquence de certains antigénes HLA de classe I et de -

classe Il de 619 enfants atteints de paludisme sévére a dif-
férents groupes témoins : 510 enfants atteints d’un syndrome
infectieux léger sans plasmodie dans le sang ; 354 enfants
atteints d’un acces palustre simple ; 332 enfants hospita-
lis€s pour un syndrome infectieux grave autre que le
paludisme et 220 adultes sains. Deux stratégies diffé-
rentes ont été utilisées pour le typage et 'analyse des
résultats en fonction de la classe HLA considérée.

Pour les antigénes de classe I, une étude sérologique
sur la moitié des sujets a testé I’association de 45 antigénes
HLA. Parmi eux, 1’antigtne HILA-Bw53 a été retrouvé moins
fréquemment chez les sujets atteints de paludisme sévere
que dans I’ensemble des catégories témoins. Afin de
confirmer la réalité de I’association et d’écarter une fausse
association due au nombre important de tests effectués, cet
antigéne seul a été testé sur I’autre moitié de 1’échan-
tillon : cette nouvelle analyse a confirmé les résultats
préalables. Plus précisément, I’antigéne de classe I était pré-
sent dans 14.7% des cas d’anémies séveéres et 16.1% des
cas de neuropaludisme, contre 25% dans les différents
groupes témoins. Globalement, le risque relatif de déve-
lopper un accés sévere pour les individus porteurs de
I'antigéne HLA-Bw53 est de 0.59 (intervalle de confiance
495% [ 1C95 1 =0.43 - 0.81).

L’étude des antigenes HLA de classe II a révélé
qu’un haplotype particulier était moins fréquent chez les

cas présentant une anémie sévére (8.7%) que chez les
témoins atteints d’accés modéré (16.4%). Le risque rela-
tif associé & cet haplotype était de 049, (IC95 = 0.33 - 0.72).
Cet haplotype était également plus souvent associé aux cas
de neuropaludisme, mais de maniére non significative.

Les processus physiologiques a I’origine de cette
protection semblent étre similaires. L absence de I’antigéne
de classe I & la surface des globules rouges permettait
de penser que le mécanisme de résistance se situait & un
stade précoce, pré-erythrocytaire, du cycle du parasite.
I a’été montré que le mécanisme est la présentation d’un
antigéne spécifique du stade sporozoite aux lymphocytes
T cytotoxiques CD8Y, spécifiques de la molécule de
classe I HLA-Bw53 (20). Le mécanisme sous-jacent &
la seconde association est probablement similaire, mettant
en jeu |’aptitude qu’ont les sujets porteurs de I’haplo-
type a présenter aux lymphocytes T un épitope particulier
d’un stade sanguin du parasite (31).

A partir des mémes individus, les auteurs ont
recherché une association entre le controle de la sécrétion
d’une cytokine, le TNFo., impliquée dans les processus de
cyto-adhérence durant les accés pernicieux et la survenue
des acces de neuropaludisme (32). Pour cela, ils se sont inté-
ressés & 1’association entre ’allele TNF2 du géne contrd-
lant cette sécrétion, et les accés de neuropaludisme.
L’association s’est révélée significative uniquement chez
les sujets homozygotes, puisque 4,5% des cas sont homo-
zygotes pour cet alléle, contre 1,2% des témoins. Lorsque
I’on s’intéresse au sous-groupe de cas décédés au cours de
I’acces ou souffrant de séquelles neurologiques graves, cette
association est encore retrouvée. Aucune association n’est
par contre mise en évidence entre ce gene et les sujets pré-
sentant une anémie sévere. Il faut néanmoins noter que ces
résultats ont été€ obtenus sur un nombre trés faible de
sujets (17 sujets homozygotes parmi 367 cas et 4 témoins
sur 325).

* Les études familiales sans marqueur

Ce type d’études est principalement représenté
par une méthode statistique étudiant les distributions
familiales d’un phénotype, appelée analyse de ségrégation.
L’analyse de ségrégation vise & détecter 1’existence et & pré-
ciser la nature de(s) facteur(s) génétique(s) susceptible(s)
d’expliquer les distributions familiales observées d’un
caractere donné, en particulier une maladie. Classiquement,
cette analyse permet de tester une ségrégation mendé-
lienne simple dans les fratries. Dans de nombreux cas
cependant, les distributions familiales du caractére ne
peuvent s’expliquer par les lois d’une hérédité simple
monogénique, autosomique ou liée au sexe, récessive ou
dominante. En conséquence, vers 1970 ont été mis au point
des modeles plus complexes, permettant de tenir compte
des différents facteurs, génétiques ou environnementaux,
intervenant dans le déterminisme des maladies. Parmi
ceux-ci, une nouvelle approche basée sur des modeles
régressifs permet de prendre en compte simultanément
des facteurs de risque environnementaux et génétiques
inclus dans le méme modele. Cette approche a été proposée
dans un premier temps pour ’analyse d’un trait quantitatif
(33), puis pour celle des phénotypes binaires en utilisant
alors la régression logistique (34). La description de ces
modgles, la comparaison des différentes approches et la stra-
tégie des tests utilisée sortent du cadre de cette présentation.
Ce type d’analyse a déja donné des résultats intéressants
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dans le domaine des maladies infectieuses chroniques,
qu’elles soient parasitaires comme la schistosomose (35)
ou la filariose de Bancroft (36), ou bactérienne comme la
lepre (37)-

A notre connaissance, une seule analyse de ségré-
gation sur le paludisme a été réalisée (38). Cette enquéte
a été menée entre janvier 1988 et juillet 1990 au Sud-
Cameroun, dans la ville d’Edéa o1 le paludisme est endé-
mique avec une transmission modérée et de type urbain et
¢’est intéressée A un phénotype biologique, la densité
parasitaire. La population de I'étude, non homogene sur
le plan ethnique, présentait la particularité d’étre tres
bien suivie sur le plan médical par le service de médecine
du travail de I’entreprise qui les employait. Chaque indi-
vidu a été prélevé plusieurs fois durant I’étude (2 a 10 fois),
et la parasitémie a été déterminée par lecture des gouttes
épaisses aprés coloration au Giemsa. Afin de tenir compte
de la variabilité de la transmission dans le temps, chaque
parasitémie a été ajustée sur la saison de prélévement,
en soustrayant de chaque densité parasitaire individuelle
la densité parasitaire moyenne de la période de prélevement.
Une densité parasitaire ajustée a ainsi été calculée pour les
sujets prélevés au moins deux fois et une moyenne de
densité parasitaire ajustée a été effectuée pour chacun
de ces sujets. Les facteurs de risques individuels et envi-
ronnementaux susceptibles d’influer sur la densité para-
sitaire ont été relevés (age, sexe, prise de prophylaxie,
lieu de résidence) et analysés par les méthodes statis-
tiques habituelles. Parmi eux, seuls le lieu de résidence et
’age se sont révélés significativement liés a la parasitémie.
Aprés ajustement sur ces facteurs, une analyse de ségré-
gation a été réalisée sur la densité parasitaire moyenne ajus-
tée et s’est révélée compatible avec I’existence d’un géne
majeur récessif prédisposant & de fortes parasitémies. La
fréquence allélique estimée par le modéle était d’envi-
ron 45%, indiquant que prés de 21% de la population
était prédisposée a ces fortes infections.

L’importance de ce résultat nous a conduit a effec-
tuer une nouvelle enquéte de ségrégation sur une population
différente vivant dans une zone de plus forte transmission.
Cette analyse récemment réalisée dans le Sud-Cameroun
confirme les résultats de la précédente enquéte. Plus pré-
cisément, aprés ajustement sur la saison de prélévement et
sur I’Age des sujets, les premiers résultats sont compatibles
avec Pexistence d’un géne majeur co-dominant, contrélant
les niveaux de parasitémie, et avec la transmission men-
délienne de ce géne. La fréquence de ’allele délétere
estimée par le modgle était de 24%, ce qui signifie qu’envi-
ron 6% de la population serait prédisposée & de fortes
parasitémies (39). Cette étude devrait se poursuivre par une
analyse de liaison génétique (linkage) qui étudie la trans-

mission conjointe du phénotype étudié et d’un marqueur :

génétique dans les familles. Seule une analyse de ce
genre, utilisant des informations familiales et un mar-
queur génétique, permet de confirmer et de localiser le géne
contrdlant le phénotype étudié. Diverses méthodes sont uti-
lisées dans les analyses de liaison génétique. Une pre-
miére méthode, dite des lod-scores, utilise les parametres
génétiques fournis par I’analyse de ségrégation (fréquence
allélique, pénétrances) et les mémes modeles que ceux uti-
lisés en analyse de ségrégation. Lorsque les paramétres géné-
tiques ne sont pas connus, d’autres méthodes non para-
métriques sont utilisées, en particulier la méthode dite des
paires de germains.
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CONCLUSION

Les études d’épidémiologie génétique dans le palu-
disme pourraient avoir des retombées intéressantes dans
plusieurs domaines. Elles contribueront certainement 2
I’amélioration de nos connaissances dans les inter-relations
héte/parasite. En particulier, elles devraient permetire de
mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques
et immunologiques intervenant dans cette pathologie
complexe. Ces analyses pourraient également souligner I'inté-
rét de prendre en compte I’existence d’une variabilité
génétique (identification de sujets a risque) dans le déve-
loppement et I’évaluation des programmes de contrdle
de la maladie. L utilisation de phénotypes particuliers
(répondeur/non répondeur & une protéine vaccinale) pour-
rajent aider & comprendre les difficultés rencontrées dans
1’élaboration de nouvelles molécules et de nouvelles stra-
tégies vaccinales. Enfin, la recherche de I’effet biolo-
gique de(s) géne(s) identifié(s) par ces méthodes pourrait
ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques. Bien
évidemment, nous sommes conscients que de tels objec-
tifs demanderont encore de nombreuses années de recherche.
Cependant, les progrés spectaculaires de la biologie molé-
culaire au cours de ces derniéres années permettent de
penser que ’atteinte de ces objectifs n’est plus utopique.
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