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Résumé

Dans ce travail, nous avions étudié I'effet de deux antipaludéens (la luméfantrine et I'artésunate) sur le
Plasmodivm falcjparum au sein du globule rouge par imagerie multispectrale. Notre approche est basée sur
le déplacement du pic de la bande de Sorét de 400 nm vers 435 nm dans le spectre d’absorption du globule
rouge lorsque celui-ci est infecté par le parasite. Une scéne d'images multispectrales (obtenues a partir
d’enregistrements de treize capteurs spectraux couplés a un miscroscope multimodal et multispectral) de
frottis sanguins non marqués est obtenue a partir de culture de 2. falciparum, a laquelle différentes doses
d’antipaludéen ont été ajoutées. Ces images sont ensuite utilisées pour étudier I'effet de ces médicaments
sur le parasite. Des résutats importants ont été obtenus ; I'intensité du pic a 435 nm et I'écart d'intensité de
pic d 435 nm et d 400 nm (I(A435)-1 (A4n0)) diminuent suivant les doses croissantes de médicament. La variation
de ces parameétres (liés a la quantité relative d’hémozoine dans la cellule infectée) traduit I'effet de ses
médicaments sur I'activité intra-érythrocytaire du parasite. Les résultats obtenus attestent que I'imagerie
multispectrale peut servir comme technique de routine dans I'évaluation de nouvelles molécules
antipaludiques, notamment issues de la pharmacopée africaine.

Mots-clés : imagerie multispectrale, Plasmodivm falciparum, effet antipalvdique, interaction hemozoine-
médicament, bande de Sorét.

Abstract

Antimalarial drugs effect study against Plasmodivm falciparum using multispectral imagery
In this work, we studied the effect of 2 antimalarial drugs (lumefantrine and artesunate) against Plasmodivm
falciparvm infecting red blood cell (rbc) using multispectral imagery. The criterion of displacement of Soret

band from 400 nm to 435 nm in the red blood cell absorption spectra is used to identify the parasite within
cell. A scene of multispectral images of free labelled blood smears have been obtained from 2. falciparum
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culture to which we have added different quantities of drug; the images have been recorded from thirteen
spectral sensors coupled with a multimodal and multispectral microscope. These images have been used to
study the effect of the drugs against 2. falcjparum. \mportant results are obtained; the intensity of the pic at

435 nm and difference between pics intensity (I(A45)-1 (Asgo)) at 435 nm and at 400 nm decrease as a function
of increasing drug concentration. The variation of these parameters which are function of relative quantity of
hemozoin testifies the effect of drug. These important results show that the multispectral imagery can be used
as routine method for the new antimalarial drug especially provided from african traditional pharmacopeia.

Keywords : multispectral imagery, Plasmodivm falciparum, antimalarial drug effect, hemozoin - drug
binding, soret band.

1. Introduction

Le paludisme est une maladie causée par des parasites du genre Plasmodium dont la plus répandue et la plus
mortelle est le Plasmodivm falciparum. Le nombre de cas de paludisme estimés en 2017 dans le monde est
de 219 millions. Par dilleurs, les données concernant la période 2015-2017 ne révelent aucun progres
significatif vers une diminution du nombre de cas de paludisme dans le monde [1]. Le paludisme se présente
comme un probléme majeur de santé publique causant prés d’'un demi million de décés chaque année (435 000
décés dont 266 000 enfants moins de 5 ans en 2017). L’Afrique sub-saharienne a enregistré le plus fort taux
(93 %) des décés dus au paludisme en 2017 [1]. Face a la menace que représente cette pathologie, la mise au
point d’outils nouveaux et la recherche de nouveaux médicaments sont urgemment attendus [2]. Une approche
pour le développement de nouveaux antipaludéens est basée sur I'étude de I'inhibition de la formation de
I’hémozoine [3, 4]. L’hémozoine est le produit du processus de désintoxication par le parasite de I'héme issue
de la digestion de I'hémoglobine. Le parasite (trophozoite) ingére et dégrade environ 60-80 % de la quantité
initiale d’hémoglobine dans le globule rouge [5]. L'inhibition de cette voie vitale pour le parasite est le mode
d’action de plusieurs antipaludéens ( comme la luméfantine et I'artésunate) [6]. Des études ont montré que
ces composés interferent avec 'aggrégation des molécules d’héme en hémozoine augmentant la toxicité due
a I’héme libre (dans la vacuole digestive) pour le parasite [4 - 6].

Dans ces études, I'évaluation de I'effet des antipaludéens sur la formation de 'hémozoine s’effectue sur la
base du rapport de la quantité relative d’hémozoine et celle de I'heme libre dans la vacuole digestive du
parasite [4, 6] ou en mesurant 'absorbance de la bande de Sorét a 402 nm [5] par la méthode de titration
spectrophotométrique. L'effet d’antipaludéen sur le 2. falciparum peut €tre aussi évalué par imagérie
multispectrale en employant les techniques d’analyses multivariées [7]. L’hémoglobine, cible du parasite dans
sa phase érythrocytaire est le constituant principal du globule rouge. Elle est caractérisée par un pic
d’absorption d 405 nm ; C’est la bande de Sorét de I'hémoglobine. Il a été montré qu’un globule rouge infecté
voit son pic d’absorption &tre décalé vers 435 nm [8]. L'étude de la variation (en intensité) de ces pics peut
servir de moyen d’évaluation de I'effet des antipaludéens sur le 2. falcjparum en utilisant 'imagerie
multispectrale. En effet, I'imagerie multispectrale permet d’acquérir pour un méme champ, des images en
transmission, pour plusieurs longueurs d’ondes [9]. Par analyse spectrale, il est possible de caractériser et
identifier les constituants de ces images multispectrales [7, 10]. Dans ce présent travail, nous proposons une
méthode d’évaluation de I'effet d’antipaludéens basée sur la mesure des pics d’absorption du globule rouge
d 400 nm et 435 nm. Pour cela, une méthode d’identification des globules rouge infectés (GRi) dans une image
multispectrale en transmission par application d'une fonction de contaste couplée @ I'analyse de leur specire
d’absorption sera réalisée. Ensuite les spectres d’absorption de ces (GRi) traités a différents doses d’antipaludéens
(luméfantrine, artésunate) seront utilisés afin d’étudier la variation des pics d’absorption d 400 nm et 435 nm.
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2. Matériel et méthodes
2-1. Préparation de I’échantillonage

Les échantillons ont été préparés et fournis par le Centre Suisse de Recherche Scientifique de (dte d’lvoire
(CSRS). Ils correspondent d la culture du 2. falcjparum a laquelle différentes doses de médicament ont été
ajoutées. Les concentrations (Cy; C3; Cy; Cs; Co; Gi; Gg; Gy; Gyp) des médicaments sont obtenues en diluant
respectivement par 2 ;4 ;8;16;32;64;128;256; 512 la concentration initiale C;. Ensvite, un prélévement
a été effectué pour réaliser les frottis. Ces échantillons sont faits sans marqueur afin préserver les propriétés
optiques spécifiques des composants du globule rouge pour I'analyse .

2-2. Procédure d’acquisition d’images multispectrales

Le systéme d'acquisition de données a été décrit largement dans plusieurs cas d’études sur le paludisme [7 - 10].
Les données sont acquises pour les trois modes de géométries (Transmission , Réflexion et Diffusion) avec 13
longueurs d’onde suffisantes pour étudier les propriétés optiques des cellules biologiques [11]. Le mode
Transmission été utilisé pour étudier I'effet du médicament, car il révéle mieux la présence des substances d
I'intérieur de la cellule [7].

2-3. Prétraitement des images

Les images acquises par le systeme sont traitées selon la procédure décrite dans les études faites
précédemment [7 - 11]. Pour chaque longueur d’onde, la procédure en transmission est :

> Capture de I'image transmise par I'échantillon sur la lame (S,,);
> Capture de I'image de la lame vide (R,,A), mesure dite de référence;
> Capture de I'image en obstruant le passage de la lumiére (By,2) , mesure dite du bruit de fond.

L'image finale IT,,» s'obtient comme défini dans /’Equation 1 :

Sxy/i - Bxyl

ITxy& =W (])

X

2-4. Fonction de contraste

Un pixel dans une image multispectrale capturée par un microscope peut étre considéré comme un mélange
de signatures optiques de plusieurs chromophores [7]. Il est donc possible d’extraire les paramétres optiques
de ce mélange correspondant aux quantités relatives d ces éléments. L'un des avantages de I'imagerie
multispectrale réside dans le fait que plusieurs constituants différents peuvent @tre caractérisés et identifiés
simultanément par leurs signatures spectrales [10]. Parmi les parametres quantitatifs tels que la taille de
cellules, la forme, la texture, 'analyse des spectres obtenus par imagerie multispectrale est un facteur
important pouvant &tre utilisé en plus, pour permettre la détection et I'identification appropriées de cellules
dans les images. Dans cette étude la fonction de contraste f(x,y) définie par [12] a été utilisée pour détecter
la présence du parasite d l'intérieur de lo cellule hte selon /’Equation 2. Le mode transmission (trans) qui
permet une bonne estimation de I'absorption est choisie. L'intensité des pixels d’'une image multispectrale en
transmission est fonction de la concentration du point , de son epaisseur et de son coefficient d’extinction.
L’hémoglobine posséde une bande d’absorption d 400 nm. La présence de I'hémozoine a I'intérieur du globule
rouge provoque un dépalcement du pic d 435 nm [8].
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_ 1096 (1% Y)ansasy +1) (2)
log,,(1(X, y)trans(400) +1)

f(x,y)

X, Y) rans (435 Etant l'intensité dv pixel d 435 nm en mode tfransmission et I(X,y )ransuog 'intensité dv pixel a 400
nm en mode fransmission.

Comme définie, cette fonction de contraste rehausse les pixels des points de I'image d 435 nm.

3. Résultats et discussion
3-1. Représentation RVB des images multispectrales

Les longueurs d’onde utilisées pour les mesures vont de I'ultraviolet au proche infra-rouge (375, 400, 435, 470, 525,
590, 625, 660, 700, 750, 810, 850, 940 nm). Pour avoir les images en vrai couleur ( RVB), elles ont été normalisées ; d
625 nm pour le rouge (R), a 525 nm pour le vert (V), et 470 nm pour le blev (B) (Figure 1). Cette Figure montre la
méme région de I'échantillon vue par microscope multispectral sous les trois modes de géométrie (transmission,
reflexion et diffusion). Ces images en vraie couleur apparaissent telles comme on les verrait a travers un microscope
biocculaire sous lumiére blanche. Les globules rouge (Gr) sont observés distinctement séparés les uns des autres. On
peut donc comparer les trois modes de géométrie a chaque pixel de I'image. En mode transmission , certains Gr sont
percus comme absorbant plus de lumiére que d’autres au niveau de leur centre. Le centre de ces mémes Gr
apparaissent noir en mode reflexion. En mode diffusion , les bordures des hématies donnent lieu a des diffusions trés
importantes. Lors du cycle érythrocytaire, le 2. falcjparum entre dans le globule rouge et s’y développe. Au stage
trophozoite, le parasite ingére et dégrade environ 60 - 80 % de la quantité initiale d’hémoglobine suivie de la
biocristallisation de I'héme libre en hémozoine dans sa vacuole digestive [5]s. Les observations faites sur ces images
Figure 1 ont été analysées afin de détecter la présence du parasite d I'intérieur du globule rouge.

3-2. Déctection du parasite a I'intérieur du globule rouge

L’imagerie multispectrale offre la possibilité de caractériser et d'identifier différents constituants contenus dans
une image par leurs signatures spectrales. En plus de la forme, la taille des objets que donne I'image
multispectrale, 'analyse des spectres obtenus peuvent servir a détecter et identifier les globules rouges infectés.
Dans le cadre de cette étude, la stratégie adoptée pour différencier les cellules (infectées des non infectées) est
I'vtilisation d’une fonction de contraste (par. 0,)combinée aux spectres d’absorption des chromophores présents
dans le frottis sanguin. L’application de cette fonction de contraste sur une image multispectrale permet d’éclairer
le chromophore d’intérét (le parasite) et d’éteindre les autres chromophores. Le parasite étant logé au sein de
I'hématie, il est nécessaire de considérer 'intérieur de la cellule hdte. L’application de la fonction de contraste
sur 'une des images multipectrales donne la Figure 2a. Pour I'analyse cette celle-ci, deux globules rouges ont
été choisis ; un globule rouge fléché en rouge et un autre fléché en blev Figure 2a. 1’observation de ces deux
globules rouge revéle une différence importante ; le globule rouge fléché en blev montre en son sein une
coloration plus chaude (jaune) par rapport aux autres éléments du globule rouge ( bleu). Ceci pourrait signaler la
présence du parasite a I'intérieur de la cellule hote. Il s’avére donc nécessaire de pousser plus loin 'analyse en
considérant les spectres d’absorption de ces deux globules rouge (Gr). Le tracé de spectres d’absorption de ces
deux cellules est présenté par la Figure 2h. Le spectre d’absorption du Gr fléché en bleu présente un pic
d’absorption d 435 nm plus importante qu’en 400 nm. Ce Gr est donc infecté par le parasite. En effet d’aprés les
travaux de [8] un globule rouge infecté par le 2. falciparum voit son pic d’absorption d 400 nm &tre décalé a 435
nm. La fonction de contraste ainsi établie permet donc de détecter la présence du parasite dans le globule rouge
conformément aux résultats de [8].
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Figure 1 : Répresentation en RVB d'une image multispectrale en transmission (a), en réflexion (b) et en
diffusion (¢)
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Figure 2 : /mage obtenve aprés application de la fonction de contraste sur une image de frottis sanguin (o) et
spectres d'absorption correspondant d deux globules rouge sain (rouge) et infecté (bleu) (b) sur Iimage
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3-3. Etude de I'effet des medicaments

Les antipaludéens (luméfantrine, artésunate) utilisés dans le cadre de cette étude sont des schizonticides
sanguins qui détruisent les parasites intra-érythrocytaires [13]. Cette étape de I'étude consiste @ élucider
I'effet de ces antipaludéens sur le parasite au sein des globules rouge. Il s’agit d’étudier I'évolution de
I'intensité des pics des spectres d’absorption d 400 nm et 435 nm des globules rouge en fonction de la dose
du médicament. Aprés avoir identifié les cellules infectées dans chaque image pour chaque dose du
médicament grdce I'application de la fonction de contraste, leur spectre d’absorption est réalisé sur le méme
graphe Figure 3 et 4. Sur certaines images multispectrales de frottis, I'on ne trouve pas de cellules infectées.
Cela peut &tre attribué au choix du champ dans I'acquisition de ces images. Seuls les graphes de cellules
infectées ont été tracés.

Spectres - Absorption
T T T

09

Absorption(u.a)
& o o
T \I\ T T
4
/ 6
o
1 1 ] 1

08

| !
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 95
Longueur d'onde (nm)

Figure 3 : Specires d'absorption de 5 globules rouge parasités soumis d différentes concentrations de
lvméfantrine
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Figure 4 : Spectres d'absorption de 5 globules rouge parasités soumis d différentes concentrations
d’Artésunate
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L'allure de ces courbes est suivant les doses croissantes des médicaments, tout au moins jusqu’a 560 nm
Figure 3 et 4. Des pics sont observés autour de 400 nm, 435 nm, 525 nm,700 nm et d 825 nm dans ces
spectres d’absorption Figure 3 et 4. On oberve une décroissance de I'intensité de la bande de Sorét
(a 400 nm) du globule rouge parasité quand la concentration des médicaments augmente. Les longueurs
d’onde des Leds utilisés vont de I'ultraviolet au proche infrarouge (375, 400, 435, 470, 525, 590, 625,660,700,
750, 810, 850 et 940 nm). L’hémoglobine posséde trois bandes caractéristiques autour de 400 nm, 530 nm et
560 nm [14]. L’hémozoine indicateur de la présence du parasite comporte trois pics caractéristiques situés autour
de 415 nm, 560 nm et 660 nm [15]. Un pixel dans une image multispectrale pour le microscope @ transmission
peut &tre considéré comme un mélange des spectres de transmission de plusieurs chromophores [12]. Les
coéfficients dans ce mélange correspondent aux quantités relatives de ces chromophores. En utilisant les
techniques d’'imagerie multispectrale ces différentes substances présentes dans le globule rouge peuvent étre
caractérisées et reconnues par leurs signatures spectrales [16]. Le globule rouge parasité est constitué
d’hémoglobine et des éléments du parasite ( parasite, hémozoine). Par conséquent les spectres d’absorption sont
le résultat du mélange des spectres de I'hémoglobine et du parasite (hémozoine). Le décalage de la bande de
Sorét vers 435 nm est d0 a la présence de 'hémozoine [8] qui a un coefficient d’absorption élévé. L’absorption
augmentant avec I'épaisseur, plus la taille de I'hémozoine est importante plus elle absorbe de la lumiére.

L'intensité la plus élévée de la bande de Sorét (d 435 nm) est obtenue avec la plus faible des concentrations
(C8) Figure 4. Cela suggere une interaction entre le médicament et la formation du biocristal (hémozaine) [6, 17].
Cette possible formation de complexe entre le médicament et les I'héme libre issue de la dégradation
I'hémoglobine dans la vacuole digestive du parasite entrave la biocristallisation de ces molécules d’heme
empéchant ainsi I’hémozoine existant de continuer de s’agréger [18 - 20]. Les autres pics observés pourraitent
étre attribués a I’'héme libre (525 nm) ou autres substances (médicaments). Tous les spectres d’absorption des
cellules infectées par le 2. falcjparum présentent un pic a 400 nm et un autre a 435 nm, la plus forte
(en intensité). Pour mieux apprécier I'effet des médicaments sur le parasite, il s’est avéré nécessaire

d’analyser I'écart d'intensité entre les pics d 435 nm et @ 400 nm pour chaque dose de médicament ; | (A435)
-1(A400). La variation de I'écart d'intensité de pics 435 nm et d 400 nm pour 5 doses de chaque médicament

estillustrée par la Figure 5. Ces histogrammes (Figure 5)révele que I'écart d'intensité (I (A435) - 1 (A400))
des pics a 435 nm et d 400 nm diminue suivant les doses croissantes de médicaments a I'exception de la dose
(5 Figure 5. Par ailleurs, une légére différence s'observe au niveau de la plus forte dose (C2); I'écart est
plus faible pour I'artésunate d cette dose.
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Figure 5 : Fvolution de ['écart d'intensité de pics (@ 435 nm et i 400 nm) en fonction de la concentration de
lartésunate (As) et de la luméfantrine (Lum)
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D’aprés [8], la présence du parasite d I'intérieur du globule rouge induit le décalage de la bande de Sorét du
globule rouge infecté vers 435 nm. Par ailleurs le développement intra-érythrocytaire du parasite est axée
sur l'ingestion et la dégradation de I'hémoglobine suivie de la formation de I'hémozoine a partir des
molécules libres de I'heme toxique pour le parasite [19]. Le mécanisme d’action des antipaludéens
schizontocides réside en leur association avec les molécules libres de 'héme en se logeant préférentiellement
dans les globules rouge infectés [7, 13]. L'effet de ces antipaludéens sur le parasite pourraient se traduire
par une inhibition de la biocristallisation des molécules libres de I'héme en hémozoine par la formation de
complexe des médicaments avec ces molécules [20]. Autrement dit une dose croissante d’antipaludéen aurait
pour conséquence une diminution du rapport de la quantité relative d’hémozoine par celle de I'heme libre [4, 6]

révelée par la diminution de I'écart d’intensité (I (Aszs) - | (Asno) )-

4. Conclusion

Par cette étude, nous avions élucider 'effet antipaludique de deux médicaments (luméfantrine, artésunate) a
partir d’'images multispectrales obtenues par un systeme imageur dévéloppé par notre équipe. Une distinction
entre globule rouge infecté et globule rouge sain dans une image multispectrale a été réalisée a partir d’une
fonction de contraste couplée d I'analyse de leur spectre d’absorption. Les analyses faites autour des pics de
spectres d’absorption des globules rouge infectés et traités par différentes doses des médciaments ont permis

de dégager un parameétre mesurant I'écart d’intensité (I (A435) - | (A400)) de pics a 435 nm et a 400 nm. Ce
parametre lié a la quantité relative d’hémozoine dans la cellule infectée diminue suivant les doses croissantes
de médicament. Ceci traduit I'effet des ces médicaments sur le développement intra-érythrocytaire du
parasite. Cette technique peut donc servir de test de propriétés antipaludiques de nouvelles molécules issues
de la pharmacopée africaine.
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