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1. Introduction

Le paludisme provoqué par le P. falciparum est une cause majeure de mortalité et de
morbidité dans le monde, en particulier chez les jeunes enfants. Aprés une exposition
répétée, les individus développent une immunité efficace qui contrdle la parasitémie au
niveau sanguin, ce qui réduit les symptomes cliniques et des complications
potentiellement mortelles[1]. Les anticorps sont des médiateurs importants de 1'immunité
acquise contre le paludisme comme en témoignent les modeles expérimentaux animaux
et, surtout, des études de transfert passif d'anticorps provenant d’adultes ayant acquis une
immunité contre le paludisme, utilisés avec succés pour traiter les patients atteints de
paludisme grave [2, 3]. Les anticorps dirigés contre les antigénes du mérozoite sont
considérés comme des anticorps protecteurs importants et semblent fonctionner in-vivo
pour inhiber 1'invasion des érythrocytes par les mérozoites. Ces anticorps jouent aussi un
role important dans 1’immuno-adhérence des mérozoites aux phagocytes et dans
I’inhibition cellulaire dépendante des anticorps [4, 5]. Toutefois, il est difficile de savoir
quels antigénes du mérozoite sont des cibles importantes de l'immunité naturellement
acquise.

Un certain nombre d'antigénes du mérozoite ont été identifiés dans l'invasion
érythrocytaire et certains ont été identifiés comme cibles des anticorps inhibant I’invasion
du globule rouge chez I'homme ou intervenant dans I’inhibition cellulaire dépendant des
anticorps in-vitro [6-8]. Les protéines de surface du mérozoite (MSP) sont considérées
comme ¢étant impliquées dans la fixation initiale du mérozoite a la surface des
érythrocytes (par exemple, MSP-1) et ’antigéne de la membrane apicale-1 (AMA-1) a
été impliqué dans la réorientation apicale du mérozoite avant 1'invasion.

Deux familles de ligands d’invasion présents dans les organites apicaux, les antigénes
érythrocytaires de liaison (par exemple, EBA175, EBA181, EBA140) et les homologues
de P falciparum de liaison aux réticulocytes sont ¢€galement nécessaires pour
lI'invasion[9]. Il y a de nombreuses protéines de surface sans fonction connue, y compris
MSP-2, MSP-3, MSP-4, et la protéine riche en glutamate (GLURP) [9]. Les
polymorphismes génétiques existent dans la plupart de ces antigeénes et certains peuvent
étre regroupés en grands types alléliques. Beaucoup de ces antigénes sont actuellement
évalués ou développés en tant que candidats a l'inscription dans un vaccin contre le
paludisme au stade érythrocytaire[10].

I1 existe plusieurs critéres qui peuvent étre utilisés de maniere objective pour la sélection
des antigénes prévus pour le développement de vaccins [10]. Il s'agit notamment de la
démonstration que les anticorps contre ces antigénes inhibent la croissance de P
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falciparum in-vitro, ou conférent la protection dans des modéles animaux, et la
démonstration que les anticorps acquis naturellement sont associés a la protection contre
la maladie chez les populations vivant en zone d'endémie palustre. Par conséquent, de
nombreuses études épidémiologiques ont étudié le rdle des antigénes de surface du
mérozoite en tant que cibles de l'immunité chez 1'homme. Toutefois, les données
épidémiologiques sur I'effet protecteur des anticorps anti-mérozoites acquis naturellement
sont contradictoires. Il existe de nombreuses raisons possibles pour expliquer les
incohérences observées dans la protection. Dans les zones d'endémie palustre, la vitesse a
laquelle se développe I'immunité naturelle est dépendante de l'intensité et de la stabilité
de I'exposition a P. falciparum et une immunité contre les formes graves qui se développe
plus rapidement dans les zones de transmission plus élevée [1, 11]. Les différences dans
l'acquisition de l'immunité peuvent influer sur les associations entre les réponses
spécifiques et l'immunité protectrice. En outre, la prévalence des principaux types
alléliques des antigénes spécifiques et I'acquisition subséquente de I'immunité spécifique
d'allele peuvent étre différentes entre les populations ou entre les groupes ethniques.

Les alleles représentés dans des protéines recombinantes utilisées pour déterminer la
réponse humorale varient selon les études, en plus de la préparation des antigénes utilisé€s
dans les dosages immunologiques. Plus important encore, I'é¢tude des patterns utilisés
pour étudier les associations entre la réponse humorale lors des études sur le paludisme a
P falciparum et la prémunition varient considérablement. Le témoignage cité dans la
littérature concernant le réle protecteur des anticorps spécifiques d'antigéne est souvent
basé¢ sur des données provenant des études transversales ou cas-témoins. L’examen de
l'association de la réponse humorale avec les résultats parasitologiques (goutte épaisse) et
cliniques (fievre) déterminée a un instant donné, ou chez les personnes qui ont déja
développé la maladie, permettant 1'établissement de la causalité est problématique. La
meilleure évidence de la causalité dans les études d'observation est tirée des études de
cohorte dans lesquelles une relation temporelle peut étre établie entre I'exposition et les
résultats parasito-cliniques.

L'objectif général de notre étude était de faire progresser notre compréhension de
I'immunité naturellement acquise contre le paludisme et de contribuer au développement
rationnel des vaccins.

15
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2. Objectifs

2.1. Objectif général

Etudier la réponse humorale aux antigénes candidats vaccins de P. falciparum chez des
adultes maliens de 18 a 60 ans vivant en zone d’endémie palustre.

2.2. Objectifs spécifiques
- Mesurer les taux des anticorps Anti-AMA1-3D7, Anti-MSP1-47-3D7, Anti-
EBA175, Anti-MSP2-257 chez des adultes vivant en zone d’endémie palustre au

Mali ;

- Evaluer la proportion de ces anticorps en fonction du sexe et 1’age chez les
groupes ethniques Dogon, Malinké et Peulh vivant dans la zone d’étude ;

- Déterminer la corrélation entre les taux de ces anticorps et I’inhibition de la
croissance de P, falciparum in-vitro chez ces mémes adultes.

16
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3. Généralités sur le paludisme

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante, causé par le
développement et la multiplication d’abord dans le foie puis dans les globules rouges
d’un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis a I’homme par la piqire infectante du
moustique femelle du genre Anopheles.

Sur le plan taxonomique, le Plasmodium appartient au Phylum des Apicomplexa, a la
classe des Sporozoaires et a I’ordre des Eucoccidae. Quatre espéces sont classiquement
responsables du paludisme chez 1’homme : Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax . Mais P. falciparum est de loin la plus
redoutable car elle provoque les cas séveéres et compliqués de paludisme et est
responsable des déces liés a cette maladie. Une cinquieme espece, Plasmodium knowlesi
a ¢été récemment décrit chez ’homme en Asie [12] posant ainsi 1’existence d’une 5°
espeéce de Plasmodium infectant naturellement I’homme [13]. L’agent vecteur
responsable de la transmission du paludisme a ’homme appartient a 'ordre des diptéres,
a la famille des Culicidae, a la sous famille des Anophelinae et au genre Anopheles [14].

3.1. Epidémiologie du paludisme

L’ Afrique subsaharienne est la région la plus touchée par le paludisme. La région afro-
tropicale, qui ne compte que 8% de la population mondiale, supporte le plus lourd
fardeau du paludisme avec 85 a 90% des cas (200 a 280 millions des cas dont 90% sont
dus a P, falciparum). On y comptabilise environ 800 000 déces annuels[15].

Deux complexes de vecteurs sont les responsables majeurs de la transmission du
paludisme en Afrique : Anopheles gambiae (arabiensis, bwambae, gambiae, melas,
merus et quadriannulatus) et Anopheles funestus [14].

L'indice de stabilité, déterminé par Macdonald [16] caractérise l'enracinement du
paludisme et permet de distinguer :

- les zones de paludisme stable ou la forte transmission entraine une prémunition. Celle-
ci n'empéche pas les habitants d'étre parasités mais limite les manifestations
pathologiques aux classes d'age les plus jeunes alors que les adultes sont peu touchés.

- les zones de paludisme instable ou le caractére épisodique de la transmission ne
permet pas le développement de la prémunition. La maladie sévit alors sous forme
d'épidémie touchant toutes les classes d'ages.

L’ Afrique australe, qui répond a ce faciés épidémiologique, est encore la région la plus
touchée par I’infection par le virus VIH. La co-morbidité dans ces zones aggrave le poids
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de la prise en charge avec un risque d’augmentation des formes graves de paludisme chez
les adultes autochtones.

Au Mali, cinq modalités épidémiologiques de transmission du paludisme ont été décrits
[L7]:

- La zone de transmission saisonniére longue de quatre a six mois au sud qui
correspond a la région soudano-guinéenne. Le paludisme y est holo-endémique avec un
indice plasmodique supérieur a 75% de juin a novembre.

- La zone de transmission saisonnieére courte a quatre mois dans les régions de la
savane nord soudano-sahélienne ; le paludisme y est hyper-endémique avec un indice
plasmodique variant entre 50 et 75%.

- La zone sub-saharienne au Nord ou la transmission est sporadique voire épidémique,
I’indice plasmodique est inférieur a 50%.

- La zone du delta intérieur du fleuve Niger et les zones de retenue d’eau et de
riziculture (barrages) ou la transmission est bimodale voire plurimodale en début de
pluie, pendant la période de décrue et de la mise en eau des casiers rizicoles. Le
paludisme est de type méso-endémique avec un indice plasmodique inférieur a 40%.

- Le milieu urbain en particulier celui de Bamako et de Mopti est impropre a
I"impaludation (Pollution des gites, médicalisation intense, etc.). Le paludisme y est de
type hypo-endémique avec un indice plasmodique inférieur a 10%.
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Tableau : Classification des niveaux d’endémicité de la transmission du paludisme [18]

Faible: sub- Les moustiques sont instables,
Paludisme périodique ou Généralement < 10 généralement difficiles a
hypoendémique sporadique détecter; des épidémies
sérieuses peuvent survenir
Saisonniére, les moustiques fluctuent,
Paludisme périodique suivant détectables en fonction des
mésoendémique une bonne saison 11-50 en fonction du saisons, une fenétre saisonnicre
pluvieuse temps de surveillance peut survenir;
les habitants acquiérent une
certaine immunité
Intense (saisonniére) Fluctuation saisonniére| des
Paludisme chaque année cas de paludisme;
hyperendémique 51-75 fréquentes séquelles séferes
chez les jeunes
enfants; une cefftaine
immunité chez les adulte
La transmission On peut détecter les moustiques
Paludisme peut survenir a toute l'année avec des pics; des
holoendémique travers l'année > 75 taux ¢levés d'anémie chez les
avec des pics de trés jeunes enfants et la
transmission prémunition chez les adultes

Pour pouvoir mieux comprendre les manifestations cliniques, la transmission, le
développement de I'immunité ou les possibilités de prévention, penchons-nous sur le
cycle biologique du parasite.

3.2. Cycle biologique
Le cycle du Plasmodium est un cycle complexe qui comprend un héte intermédiaire
(I'homme pour ce qui nous concerne), ou il se trouve sous une forme haploide et se
multiplie de maniére asexuée et un hote définitif, 1'anophele femelle, chez qui se déroule
la reproduction sexuée.
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3.2.1. Cycle Chez le moustique (Sporogonie)

Lors d’un repas sanguin sur un individu infecté, I’anophele femelle ingere des formes
sexuées du Plasmodium ainsi que les gamétocytes males (micro gamétocytes) et femelles
(macro gamétocytes). Ces derniers parviennent dans l'estomac du moustique et se
transforment en gametes. Le gamete male subit un processus d’ex flagellation a la suite
duquel les gametes femelles sont fécondés. Il en résulte un zygote appelé ookinéte ; celui-
ci s'implante sous la paroi stomacale en formant I’oocyste. Cette bréve phase diploide
s’acheéve par une division méiotique suivie par plusieurs milliers de mitose qui conduit a
la production de sporozoites. L'éclatement de 1'oocyste libére des éléments mobiles et
haploides dans I’hémolymphe. Les sporozoites gagnent préférentiellement les glandes
salivaires du moustique d'ou ils pourront étre injectés avec la salive lors d'une piqiire
infectante. Chez le moustique, lI'ensemble de ce cycle se déroule entre 10 a 40 jours,
suivant la température extérieure et I’espece en cause.

3.2.2. Cycle chez ’homme (Schizogonie)

3.2.2.1. Cycle exo érythrocytaire

Au cours de la piqlre, I’anophele femelle infecté injecte dans un capillaire des
sporozoites. Les sporozoites transitent dans la circulation générale et, en quelques
minutes, ils envahissent les hépatocytes grice a une interaction spécifique entre la
protéine majeure de surface du sporozoite (CSP) et un récepteur spécifique situé sur la
membrane plasmique de 1'hépatocyte du coté de l'espace de Disse, espace directement en
contact avec le sang circulant. Le sporozoite entre alors dans une phase de réplication au
sein de la vacuole parasitophore et de prolifération intracellulaire qui repousse en
périphérie le noyau de la cellule. Il finit par constituer une masse multinucléée appelée
schizonte (schizonte hépatocytaire) qui conduit a la libération de plusieurs dizaines de
milliers de mérozoites dans la circulation sanguine .Cette phase de multiplication est
asymptomatique et dure 8 a 15 jours selon les especes.

3.2.2.2. Cycle intra érythrocytaire

C’est la seule phase symptomatique du cycle et est d'intensité variable selon le statu
immunitaire de la personne infectée. Les mérozoites libérés lors de la rupture de
I'hépatocyte vont débuter le cycle sanguin asexué de prolifération de P. falciparum en
infectant les érythrocytes. Le mérozoite pénetre grace a un processus parasitaire actif et
se différencie en anneau (trophozoite jeune), puis en trophozoite mature, stade a partir
duquel une intense phase réplicative commence. Il donne alors naissance au schizonte
(schizonte érythrocytaire), celui-ci apres segmentation montre une forme caractéristique
de rosace, puis libére 8 a 32 mérozoites qui rapidement réinfectent des érythrocytes sains.
L'ensemble de ce cycle dure 48 heures chez P. falciparum.

L'apparition des gamétocytes se déroule en général a la deuxiéme semaine qui suit
l'infection et ces formes peuvent persister plusieurs semaines apres la guérison. A la suite
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d'une nouvelle piqlire par un anophele, les gamétocytes males et femelles (au
dimorphisme sexuel marqué) sont ingérés avec le repas sanguin. Il est a noter que moins
de 20% des piqlires de moustiques contenant des sporozoites dans leurs glandes salivaires
sont responsables d'infections en zone endémique.

Chez I'homme
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Figure : Cycle biologique du Plasmodium

Source: National Center for Infectious Diseases (CDC, www.cdc.gov), Atlanta, Georgia,
Division of Parasitic Diseases (Department of Health and Human Services US)
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3.3. Physiopathologie du paludisme

Le paludisme et ses complications sont la résultante d’une cascade d’événements
physiopathologiques, influencés a la fois par le parasite et les facteurs liés a I’hdte (y
compris I’immunité et les facteurs de susceptibilité génétiques).

3.3.1. Acces palustre simple

Les symptomes du paludisme commencent a se prononcer a partir du stade intra-
érythrocytaire du cycle de développement du parasite. La fievre, lors de 1’acces simple
survient au moment de la lyse des hématies qui libére les mérozoites, 1’hémozoine
(pigment malarique), et d’autres antigénes parasitaires. Pendant longtemps on a cru que le
pigment malarique se comportait comme un pyrogeéne stimulant les centres
hypothalamiques thermorégulateurs. Actuellement, il apparait que la fieévre n’est pas
propre au parasite lui-méme, mais est dlie a des cytokines libérées par les macrophages et
les cellules endothéliales de 1’hdte [19]. Toute une série de cytokines peuvent avoir un
effet pyrogene, telles que I'IL-1, I'lL-6 et la lymphotoxine B ; mais c'est le TNF-a dont le
lien avec la fievre a été le mieux établi [20, 21]. Ces cytokines se comportent comme des
pyrogenes endogenes en stimulant les centres thermorégulateurs hypothalamiques.

La fievre n’apparait que lorsque la parasitémie atteint un seuil critique, variable d’un
sujet a ’autre et d’une souche de parasite a I’autre ; ce seuil est appelé seuil pyrogene.
L’allure de la fievre est variable. Au cours des accés de primo invasion, le cycle
érythrocytaire est généralement non synchronisé ; la fiévre prend alors une allure
continue ou irréguliere selon la parasitémie. Lorsque les cycles se synchronisent
progressivement, la fievre revét alors son caractere de type de fievre intermittente, tierce
ou quarte [19]. Pendant I’infection, le systéme phagocytaire débarrasse 1’organisme non
seulement des pigments malariques mais aussi des débris érythrocytaires, ce qui
provoque 1’hépato-splénomégalie [22].

3.3.2. Accés palustres graves et compliqués [23]

Seule I’espece P. falciparum et dans certains cas P. vivax sont responsables du paludisme
grave et compliqué. Ce paludisme grave s’observe chez les sujets non immuns (jeunes
enfants, femmes enceintes, expatriés, sujets vivants en zone hypoendémique). Les
concepts physiopathologiques du paludisme grave font intervenir deux phénomeénes
interdépendants :

- la séquestration des hématies parasitées,

- le phénoméne immunologique
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3.3.2.1. La séquestration

Elle aboutit a une obstruction du micro capillaire par les globules rouges. Trois
mécanismes concourent a ce phénomene : 1’auto-agglutination, la formation de rosettes
« rosetting » et la cytoadhérence.

Le phénoméne de I’auto- agglutination

L’auto-agglutination des hématies parasitées a été observée sur de nombreuses souches de
P falciparum étudiées en culture au laboratoire. Il s’agit d’un regroupement des
érythrocytes infectés entre eux pour former des micros agrégats susceptibles d’obstruer
les capillaires profonds. Ce phénomene a été observé chez les patients porteurs de forte
parasitémie en dehors de tout phénotype d’adhésion. Les mécanismes moléculaires qui
prédisposent a sa survenue sont encore mal connus.

Le phénomene de formation des rosettes « rosetting »

Les hématies parasitées ont la faculté d’attirer au tour d’elles des hématies saines pour
former des rosettes : c’est le phénomene de « rosetting ». La formation des rosettes est la
conséquence de la liaison entre des ligands parasitaires (PfEMP1) présents a la surface
des hématies infectées et leurs récepteurs sur les globules rouges non infectés. Plusieurs
récepteurs pour les ligands parasitaires (PfEMP1) ont été décrits a la surface des globules
rouges. On peut citer : le récepteur 1 du complément (CR1/CD35), les trisaccharides des
groupes sanguins A et B, le CD36, le PECAM-1/CD31. Les anticorps (IgM et IgG) et
certains composants du complément (C3b et C4b) jouent aussi un rdle dans ce
phénoméne a travers le CR1. Il aboutit a la formation d’un agrégat qui contribue a
I’obstruction des petits vaisseaux sanguins. Ce phénomene a €té bien étudié in-vitro sur
des lignées cellulaires (fibroblastes). Il varie d’une souche plasmodiale a I'autre et est
corrélé au degré de sévérité du paludisme [24, 25]. La formation de rosettes constitue un
mode de protection pour le parasite contre le systéme phagocytaire de la rate et exerce un
effet délétere pour 1’hote par blocage du flux sanguin.

Le phénomeéne de cytoadhérence

La cytoadhérence des hématies parasitées a I’endothélium vasculaire ou aux cellules
trophoblastiques placentaires est le mécanisme qui a été¢ le mieux étudié ces derniéres
années. Ce phénoméne permet au Plasmodium de se développer plus facilement grace a
un environnement gazeux favorable et d’échapper a la clairance splénique. Les hématies
parasitées expriment a leur surface des protubérances (knobs) qui semblent jouer un role
important dans leur adhésion aux cellules endothéliales. Il s’agit de protubérances
protéiniques auxquelles sont incorporés des antigénes plasmodiques. Parmi ces antigénes
plasmodiques on peut citer : la PfEMP-1 et 2 (Plasmodium falciparum Erythrocyte
Membrane Protein 1 et 2) ; la PfHRP-1 (Plasmodium falciparum Histidin Rich Protein)
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ou KAHRP (Knob-Associated Histidin-Rich Protein), RESA (Ring Erythrocyte Surface
Antigen) et EDM (Electron-Dense- Material).

Parmi ces protéines parasitaires associées aux knobs, PFEMP-1 est le ligand parasitaire le
mieux caractérisé. PfEMP-1 interagit avec des récepteurs spécifiques au niveau des
cellules endothéliales vasculaires et du syncytiotrophoblaste, comme I'lCAM-1 (Inter
Cellular Adhesion Molecule-1), le CD36, le VCAM-1 (Vascular Cell Adhesing
Molecular-1) le CD31 ou PECAM-1, Le CSA (Chondroitin Sulfate A), la sélection [26].
L’adhésion des hématies parasitées a ces récepteurs entraine leur séquestration a
I’intérieur de la microcirculation. La séquestration permet aux hématies parasitées
d’échapper a la clairance splénique et contribue a la gravité du paludisme. Elle entraine
aussi une obstruction des micro-vaisseaux surtout au niveau cérébral qui semble étre la
principale cause du neuropaludisme. La séquestration entrainerait aussi une dilatation des
micros vaisseaux par la libération du monoxyde d’azote (NO), responsable de 1’cedéme
cérébral et pulmonaire.

3.3.2.2. Mécanisme immunologique

Le systéme a médiation cellulaire impliquant les lymphocytes CD4 et les macrophages
joue un role trés important dans la pathogénése du neuropaludisme. Les antigeénes
plasmodiaux facilitent le recrutement des macrophages et la libération de nombreuses
cytokines proinflammatoires dont I’Interféron gamma, le TNF-a, ’'IL-1 et I’'IL-6). Parmi
les médiateurs macrophagiques, le TNF-o est un acteur important. Expérimentalement,
I’injection du TNF-a chez les souris reproduit la plupart des manifestations cliniques et
biologiques du paludisme grave. On pense aussi que la libération du TNF-a stimulerait
I’expression des récepteurs des knobs au niveau endothélial, donc la séquestration.

Il faut rappeler que les fievres observées au cours des accés palustres seraient dues a la
libération dans le sang de ’hémozoine (substance pyrogene résultant de la dégradation de
I’hémoglobine par le Plasmodium) aprés éclatement des schizontes. Cette fiévre peut
¢galement étre due aux cytokines proinflammatoires comme le TNF-a, I’IL-1 et I’IL-6.

3.4. Difficultés de la prévention et du traitement

La prévention du paludisme consiste en différentes mesures qui peuvent protéger soit
contre l'infection, soit contre le développement de la maladie chez les individus infectés.
Les mesures qui protégent contre l'infection visent le vecteur de la maladie, a savoir
I’anophele. Celles-ci peuvent étre des mesures de protection personnelle (individuelles ou
familiales): vétements de protection, insectifuges, pulvérisation intradomiciliaire des
habitations en utilisant des insecticides a effet rémanent, ou des mesures de protection de
la collectivité ou population: gestion environnementale en vue de limiter la transmission.
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Ainsi, la chimioprophylaxie doit étre limitée aux seules femmes enceintes en zone
endémique et aux voyageurs venant d’une zone impaludée.

Pour le traitement, 1’utilisation des combinaisons thérapeutiques a base d’Artémisinine
CTA est recommandée par ’OMS depuis 2004. En cas de paludisme grave, le traitement
se ferra par les sels de quinine en perfusion intraveineuse ou par les dérivés de
I’Artémisinine. Tous ces moyens nécessitent une politique économique et sociale
onéreuse impliquant la participation de chacun pour une meilleure amélioration de la
couverture sanitaire de la population. Le paludisme est un véritable handicape pour le
développement socioéconomique des pays en voie de développement. La mortalité et la
morbidité attribuée au paludisme dans les pays africains sont de plus en plus élevées et
les fragilisent en termes de ressources humaines et économiques.

3.4.1. Quelques caractéristiques de ’immunité antipalustre

L’infection par le Plasmodium, parasite responsable du paludisme, engendre des réponses
immunitaires de 1’hote. Ces réponses immunes sont régulées aussi bien par le systéme
immunitaire non spécifique dit inné, par le systéme immunitaire spécifique ou acquis, que
par des facteurs environnementaux. Les deux types d’immunité sont complémentaires.
L’immunité innée se mobilise des le début (dans les premieres heures) de toute infection
en attendant la mise en place de 'immunité « acquise » qui est opérationnelle dans les dix
jours suivant Dinfection. L’immunité acquise naturellement dépend des especes
parasitaires mais aussi des stades de développement spécifiques du parasite ainsi que de
la répétition de 1I’exposition [27, 28].

Dans les régions ou le paludisme est endémique avec une transmission annuelle stable,
les enfants nés de meres semi-immunes seraient protégés contre la maladie durant la
premi¢re moitié de leur premiére année de vie par les anticorps maternels. Cette
immunité s’estompe au cours du temps et ’on observe chez I’enfant, apres le sixieme
mois de sa vie, une augmentation de la sensibilit¢ au paludisme [27]. En général,
I’acquisition d’une immunité semi protectrice contre le paludisme est ainsi lente.
Cependant, il faut une exposition continue et répétée au parasite pour son installation. .
La variabilité génétique de 1’hote et du Plasmodium rend instable cette immunité [27,
29].

3.4.1.1. Immunité innée ou naturelle

L’immunité innée ou naturelle est assurée par les cellules, les molécules et les enzymes
(lysozymes). Les mécanismes cellulaires et humoraux de cette défense dite « non
spécifique » ne sont pas trés bien connus. De récentes études dans des systémes non
parasitaires ont permis de démontrer qu'une famille de protéines codée par la lignée
germinale (les Toll-Like Receptors ou TLR) serait importante pour la défense innée de
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I’héte, aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés. Les études dans plusieurs
régions endémiques palustres ont démontré que I’infection palustre induit I’activation des
récepteurs Toll-like, TLR1, TLR2, TLR4 et TLR9 [30, 31]. Chez les mammiféres,
I’activation des macrophages par I’intermédiaire des TLRs entraine I’induction de genes
effecteurs. Ces genes controlent et exécutent la défense innée dans un grand nombre de
variété de bactéries et de systémes viraux [32].

L’infection palustre induit une augmentation des concentrations sériques des
immunoglobulines non spécifiques diie a une activation des cellules B polyclonales [2].
Les cellules de I’'immunité innée comme les cellules tucuses naturelles (cellules NK), les
cellules dendritiques et les cellules T [16 sont impliquées dans la clairance des parasites et
des érythrocytes infectés ainsi que dans I’élimination des hépatocytes infectés [33]. Les
neutrophiles, les monocytes et les macrophages participent a la phagocytose, a la
cytotoxicité et a I’inhibition du parasite [34]. Les cellules NK stimulent la production
d’IFN[J qui active le macrophage conduisant ainsi a la lyse des cellules parasitées [35].
Les lymphocytes T gamma delta ([16 T) semblent jouer un rdle protecteur pendant la
phase précoce de [D’infection palustre indiquant une contribution de I’'immunité innée
dans le contrdle de la parasitémie [36].

Le complément, les chémokines, les interférons (IFN-a et IFN-B) et ’oxyde nitrique
(NO) constituent les principales molécules de I’immunité innée jouant un role clé dans
I’immunité antipalustre. Cependant, il n’existe pas un consensus sur le réle protecteur ou
pathogénique du complément. Il a été observé en Afrique de 1’Ouest que les enfants
souffrant de paludisme a P. falciparum présentaient un faible taux de C3 [37]. Des études
suggerent que la formation des immuns complexes par des antigénes solubles du parasite
est probablement la cause de I’activation du complément. On estime que le complément
activé se fixe a des complexes immuns. Ces derniers se lient a la surface des parasites et
entrainent leurs lyses par le biais du complexe d’attaque membranaire [38].

Le role de I’oxyde nitrique (NO) a été également décrit. En effet, la production des
cytokines proinflammatoires telles que I’IFN-[], induit la synthése de NO. Ce dernier
inhibe le développement du parasite a ses différents stades de développement, y compris
les stades asexués qui sont responsables des manifestations cliniques de la maladie [39,
40]. Les principales enzymes impliquées dans la protection contre le paludisme
constituent les lysozymes retrouvés dans les cellules phagocytaires.

3.4.1.2. Immunité adaptative ou acquise

Ce sont les travaux de Robert Koch en 1900 effectués dans deux populations différentes
vivant dans une zone de transmission forte et faible de paludisme qui ont permis de
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démontrer I’existence d’une immunité acquise protectrice contre cette infection. Cette
immunité n’est pas stérilisante car en zone d’endémie palustre de transmission stable, le
portage du parasite sans manifestations cliniques est fréquent. Cet état immunitaire qui
permet de contrdler la parasitémie a un seuil sans manifestation clinique a été appelé
prémunition par les fréres Sergents [41].

De nombreux travaux en zone d’endémie palustre ont démontré que 1’induction de
I’immunité antipaludique adaptative nécessite une exposition longue. Elle se met en place
progressivement avec 1’age et les expositions répétées. Elle fait intervenir non seulement
les réponses humorales mais aussi celles a médiation cellulaire [41].

Réponses humorales ou Anticorps

Le role des anticorps particulierement les IgG, dans la protection contre I’infection
palustre a ét¢ démontré par les expériences de transfert passif de plasma provenant
d’individus vivant en zone d’endémie a des personnes naives non exposées [2, 3, 5].
Chez les résidents des zones endémiques, 1’infection palustre induit la production des
immunoglobulines spécifiques et polyclonales. Ces anticorps sont produits par les
cellules lymphocytaires B. Au cours de I’infection palustre, les anticorps produits sont
constitués essentiellement par des immunoglobulines M et G (IgM et IgG), mais aussi
d’autres types d’immunoglobulines telles que les immunoglobulines E (IgE) et
immunoglobulines A(IgA).

L’IgG est la plus importante parmi les isotypes d’anticorps. Chez les individus protégeés,
les sous-classes cytophiliques IgG1 et IgG3 ont été fréquemment rencontrées. Cependant,
I’augmentation de la concentration d’IgG peut étre associée a une diminution du risque
d’infection palustre. La sous-classe IgG4 qui est non cytophilique tout comme IgG2 peut
inhiber les mécanismes effecteurs par inhibition des anticorps cytophiliques [42, 43].

Le role protecteur des IgM dans le cas du paludisme reste a étre élucidé. De méme,
aucune fonction spécifique antipaludique n’a été attribuée aux IgA [44].

Les infections palustres chez I’homme aussi bien que chez les animaux ont été associées
a des concentrations ¢levées d’IgE totale et IgE anti-malarique spécifique. L’¢élévation
d’IgE apparait étre associée a la gravité du paludisme (Paludisme cérébral et autres
formes sévéres de paludisme) [45]. Cependant une étude chez les Peulh et les Dogon au
Mali a démontré une association positive entre de faibles parasitémies et des taux élevés
d’IgE spécifiques d’antigénes de P. falciparum [46].
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Les anticorps agissent par divers mécanismes : 1) inhibition de 1’invasion des hépatocytes
par les sporozoites par opsonisation c'est-a-dire facilitation de leur phagocytose ; ii)
inhibition de I’invasion des érythrocytes par les mérozoites ; iii) inhibition de la
croissance intra-érythrocytaire du parasite (mesurée par I’essai GIA « Growth Inhibition
Assay »); iiii) la clairance des érythrocytes infectés par ADCI «Antibody Dependant
Cellular Inhibition, inhibition cellulaire dépendante des anticorps» [5, 34, 47]. Des
anticorps monoclonaux spécifiques du CSP de P. falciparum sont capables d’inhiber
I’invasion et le développement de ce parasite dans les érythrocytes [48]. Les études séro-
épidémiologiques conduites en Afrique de 1’Ouest et au Kenya ont démontré que la
réponse anticorps naturelle contre 1’antigéne palustre AMA-1 (Apical Membran Antigen-
1) est tres largement distribuée avec une forte fréquence [49]. Les réponses humorales et
cellulaires contre AMA-1 augmentent avec 1’age dans les populations continuellement
exposées au paludisme [50]. Les anticorps spécifiques d’AMA-1 naturellement acquis
chez les individus vivant en zone d’endémie palustre sont capables d’inhiber la
croissance in-vitro de P. falciparum [6]. L’antigéne MSP-3 (merozoite surface protein-1)
induit des anticorps cytophiliques protecteurs et le mécanisme de base serait 1’ADCI [5].

De nombreuses études réalisées in-vitro ont démontré que des cellules effectrices comme
les monocytes/macrophages ou les neutrophiles, étaient capables, en association avec les
IgG spécifiques, d’éliminer les stades sanguins du parasite ou d’inhiber leur prolifération.
En effet, les monocytes de souris, de singes et des humains sont capables de phagocyter
et d’¢éliminer les mérozoites et les globules rouges infectés en présence de sérums De
personnes immunes ou d’IgG purifiés a partir de ces sérums [51-53]. Une étude similaire
réalisée sur des cultures de P falciparum in-vitro a mis en évidence un mécanisme
original faisant intervenir les monocytes ou les neutrophiles et les IgG spécifiques [5].

Ce nouveau mécanisme nommé ADCI (Antibody Dependant Cellular Inhibition) se
distingue de I’ADCC (A4ntibody Dependant Cellular Cytotoxicity, cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps) par le fait qu’il n’induit pas uniquement la lyse des globules
rouges parasités, mais aussi une inhibition de la croissance du parasite, partiellement
réversible lorsque ceux-ci sont remis en culture sans monocytes, ni IgG. Par la suite,
d’autres études ont démontré que I’ADCI avait pour cible principale des antigénes du
mérozoite [5, 47, 54].
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Figure : Schéma de I’Inhibition cellulaire dépendante de I’anticorps (ADCI)
Source : Jean-Louis Pérignon, Unité de Parasitologie Biomédicale,
Pierre Druilhe, Institut Pasteur, Paris ReMeD Paris, 3 novembre 2008

Réponse cellulaire

Les cellules T CD4" ou T helper et les T CD8" ou T cytotoxiques interviennent dans
I’immunité anti-palustre. Il est actuellement bien établi que les cellules T CD4" et T CD8"
reconnaissent des peptides antigéniques du Plasmodium présentés respectivement par les
molécules du CMH classe II et Classe I exprimés a la surface des hépatocytes infectés
[55-57]. 11 a été démontré que les cellules T CD4" de type Thl spécifiques d’épitopes de
la CSP sont capables de conférer la protection contre P. yeolii chez la souris [58]. Les
lymphocytes T CD4" peuvent par le biais des cytokines activer les cellules T cytotoxiques
contre les hépatocytes infectés. Ils sont essentiels a la protection contre les formes
asexuées sanguines du Plasmodium aussi bien chez I’homme que chez la souris. Les
souris immunisées présentaient des infiltrats inflammatoires aprés leur infection par des
sporozoites de P. berghei. Ces infiltrats étaient dépendants des cellules T CD8"
spécifiques des antigenes de ce Plasmodium [56]. Chez la souris, les érythrocytes infectés
induisent une réponse cellulaire T CD4" et CD8" spécifiques de P. berghei. En outre, ce
parasite exprime des antigénes présentés par les cellules dendritiques lesquelles induisent
des cellules T cytotoxiques spécifiques [59, 60].

Les ¢études de vaccination avec les sporozoites atténués ont démontré que les cellules T
cytotoxiques infiltraient le foie et pouvaient intervenir dans la destruction des hépatocytes
infectés par le Plasmodium [61]. Les études de vaccination chez I’homme ont démontré
qu’AMA-1 induit le développement d’une réponse cellulaire mémoire aussi bien chez les
personnes naives que chez celles vivant en zone d’endémie palustre [59, 62].
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3.4.2. Vaccins antipalustres

Un vaccin est une préparation a caractére antigénique issu d’un agent pathogene
(parasites, bactéries, virus, etc.) qui lorsqu’on I’administre a un individu réceptif a la
maladie ne contracte pas la maladie ; mais dont 1’organisme est capable de le reconnaitre
et de monter une réponse immunitaire protectrice (humorale et/ou cellulaire) et garde en
mémoire la structure de I’antigéne et s’opposera a toute infection ultérieure méme si cet
organisme n’avait pas auparavant rencontré 1’agent pathogeéne en question[63].

3.4.2.1. Antigénes candidats vaccins de P. falciparum

Les candidats vaccins antipaludiques sont constitués d’antigénes qui servent de cible pour
le systéeme immunitaire. Ces antigenes peuvent €tre des protéines enticres exprimées par
le parasite, des sous-unités de ces protéines antigéniques qui stimulent mieux le systéme
immunitaire, des toxines parasitaires ou des genes qui codent pour ces protéines. Tous les
stades du cycle de vie du parasite chez I'hote sont étudiés sur le plan immunologique afin
de connaitre les antigeénes susceptibles d'étre utilisés comme un vaccin [64-67]. Nous

nous intéresserons aux antigénes ci-dessous qui sont du stade érythrocytaire et sont tous
impliques dans I’invasion de 1’érythrocyte :

3.4.2.1.1. AMAI (Apical Membran Protein)

AMAL est une protéine membranaire de type 1 (aussi connu sous le nom de Pf83; RMA-
1; RMAL) ; localisée dans le micronéme (organelle présente dans la région apicale du
mérozoite). Elle contient des ligands pour des récepteurs des globules rouges [68]. La
protéine comporte une région ectoplasmique de 546 acides aminés, un segment
transmembranaire de 21 acides aminés et un domaine cytoplasmique de 55 acides aminés
[69]. Lors de I’invasion de I’érythrocyte par le parasite, AMA1 se repartit sur toute la
surface externe de I’organisme et subit une série de coupure protéolytique. AMA1 est un
polypeptide de 83 kDa qui est transformé par une dégradation protéolytique en une
molécule de 66 kDa avant d’étre exportée a la surface du mérozoite lors de la rupture des
schizontes [70, 71]. AMAI1 a une structure tridimensionnelle.
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Figure : Résumé des points de vue actuels de 'organisation cellulaire d'un mérozoite de
Plasmodium falciparum, basés sur les données de recherche des 40 derniéres années [72]

Bien que la fonction biologique d'AMAL ne soit pas encore bien caractérisée au niveau
moléculaire, un réle important dans l'invasion érythrocytaire est fortement indiqué par
I'observation que la présence d'anticorps anti-AMA 1 peut inhiber ce processus. Le gene
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codant pour AMAL1 est relativement conservé [73]. L’antigéne AMA1 est un candidat
potentiel pour la vaccination contre les stades érythrocytaire de P. falciparum [68].

AMAL1 est exprimée essentiellement pendant la phase asexuée ou sanguine de P
falciparum et l'examen des séquences d’AMAI1 dans les infections naturelles a P,
falciparum a montré l'extréme diversité de ce gene. Il ya jusqu'a 62 sites polymorphes
d'acides aminés dans AMA1, représentant plus de 15% des sites acides aminés répartis
sur trois domaines de la protéine [74, 75]. Le plus grand polymorphisme est observé dans
le domaine I, en particulier dans un cluster d'acides aminés a proximité d'une poche
hydrophobe [76] qui semble jouer un role dans l'invasion érythrocytaire, la boucle du
cluster 1 du domaine I (cl1L), qui comprend les résidus d'acides aminés 196, 197, 199,
200, 201, 204, 206 et 207 [9]. Sur la base de la modélisation d'échappement antigénique,
sur les essais de croissance et d'inhibition de 1’invasion [77] ainsi que les études
d'épidémiologie moléculaire sur l'impact du polymorphisme d’AMA1 sur le risque de
paludisme clinique [78, 79], le c1L a été identifi¢ comme une cible cl¢ a la fois des
anticorps spécifiques de souche et d'allele acquis naturellement lors des réponses
immunitaires protectrices.

Plusieurs raisons aménent I’antigéne AMAL1 a la téte des candidats vaccins :

Les anticorps naturels anti-AMAI1 existent chez une grande proportion de personnes
(>90%) a Donéguébougou selon une étude préliminaire[38]. Dans une étude transversale
portant sur 200 personnes agés de 6 mois a 45 ans, conduite entre 2002 et 2003, les
médianes des titres des anticorps anti-AMAT1 ont atteint approximativement 1000 unités
pendant le pic de la saison de transmission palustre, bien qu’une variation significative ait
¢été observée entre les groupes d’age [38]. L’immunisation active de la souris et du singe
par ’AMAL confére une protection contre le paludisme de la souris et du singe [80, 81].
L’antigéne AMA-1 est également ciblé par les vaccins antipaludiques contre le stade
sanguin du parasite. Cette protéine de 83 kDa contient trois grands domaines stabilisés
par huit ponts disulfures [82] et est synthétisée au cours de la phase tardive intra-
érythrocytaire. La protéine est d'abord présente dans le complexe apical du mérozoite
[83], puis transformée en une forme de 66kDa qui se déplace a la surface quand le
mérozoite est libéré de 1'érythrocyte infecté [84]. L’antigéne AMA-1 semble jouer un role
dans l'invasion érythrocytaire, soit par la réorientation du mérozoite apres le contact
initial avec le globule rouge ou par la mise en contact de jonction entre le mérozoite et la
cellule hote [85]. Des études protéomiques ont démontré que 'AMA-1 est également
exprimée dans le stade sporozoite [86], suggérant qu'il peut jouer un réle similaire dans
l'invasion des hépatocytes [87].

Toute la diversité des séquences dans le géne codant pour I’AMA-1 est sous la forme de
SNP (Single Nucleotide Polymorphism ou mutation ponctuelle), il n'y a pas de régions
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répétées comme il ya dans d'autres antigenes candidats vaccins (par exemple, MSP-1 et la
protéine circumsporozoite (CSP). La plupart de ces SNPs sont situés dans le domaine 1.
Une analyse récente de 355 séquences AMA-1 dans la base de données GenBank a
montré 32 positions d'acides aminés polymorphiques dans le domaine I, 11 dans le
domaine II et 9 dans le domaine III, a I'exclusion des polymorphismes observés dans une
seule séquence [88]. Ces polymorphismes sont situées principalement sur une face de la
molécule d'AMA-1, avec la plupart des résidus polymorphes situés a proximité d'un
creux hydrophobe qui est supposé étre un site de liaison au récepteur entre ' AMA-1 et les
protéines associées qui forment le mécanisme de l'invasion érythrocytaire [76, 89]. Dans
les travaux en cours, plus de 200 haplotypes uniques d’AMA-1 ont été identifiés parmi au
moins 500 échantillons prélevés dans la seule ville de Bandiagara au Mali [90]. Aucun
haplotype unique ne prédomine, avec tous les haplotypes ayant une fréquence inférieure a
4%, et environ 3% des haplotypes ayant un acide aminé correspondant exactement a celui
de la souche 3D7 de P. falciparum. A ce jour, il n’existe pas d’haplotypes d’AMA-1 dont
la séquence d'acides aminés correspond exactement a celui de la souche FVO.

Les personnes vivant dans les zones d'endémie palustre produisent des anticorps contre
I'AMA-1 [91, 92]. Ces anticorps sont capables d’inhiber I'invasion érythrocytaire in-vitro
[93] et sont associés a la protection lors des études de terrain [92]. Plusieurs études dans
les modeles animaux ont démontré une claire spécificité d’alleéle de l'activité inhibitrice
des anticorps anti-AMA-1 [6, 94], et ces résultats ont été corroborés par des expériences
ultérieures d’échange allélique [77, 95]. La spécificit¢é d'un anticorps monoclonal
inhibiteur a été démontrée comme dépendante de I'acide aminé présent en position 197, le
site le plus polymorphe de la molécule, avec six acides aminés possibles. Chez les
personnes exposées au paludisme en Papouasie-Nouvelle-Guinée, les anticorps contre les
régions conservées de 'AMA-1 ont été prédominants chez la plupart des personnes, mais
la plupart avait aussi une petite fraction d'anticorps spécifiques d'allele [88, 91].

3.4.2.1.2. MSPI (Merozoite Surface Protein 1, protéine 1 de surface du mérozoite)

La protéine 1 de surface du mérozoite (MSP-1) de P. falciparum est une protéine de
surface importante avec une taille moléculaire d'environ 190 kDa, qui joue un rdle
important dans l'invasion érythrocytaire par le mérozoite [96]. La protéine est la
principale cible des réponses immunitaires humaines [97-99] et est un candidat
prometteur pour un vaccin sous-unité de sang stade [100, 101]. Le géne du MSP-1 a 7
blocs variables qui sont séparées par des régions conservées ou semi-conservées. Le Bloc
2, une région proche de la région N-terminale du géne de la MSP-1, est la partie la plus
polymorphe de I'antigeéne et semble étre sous la plus forte diversification de sélection au
sein des populations naturelles[100]. Jusqu'a présent, quatre types d'alleles différents du
bloc 2 ont été identifiés: MAD20, K1, RO33, et MR [102-105].
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La MSPI est synthétisée au cours de la schizogonie érythrocytaire a partir d’une seule
copie du gene de 5,1kb situé sur le chromosome 9. Cette protéine polymorphe subit une
maturation en deux étapes. La premicre étape conduit aux fragments 33, 42 et 83 kDa. La
deuxiéme étape a lieu au moment de 1’invasion des érythrocytes, entrainant le clivage de
la partie C- terminale du fragment 42 kDa pour donner les fragments 33kDa (MSP-13;) et
19kDa (MSP-1,9) [106]. La MSP-1,reste ancré a la surface du mérozoite par une liaison
de type glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) au cours de I’invasion [107]. Ce processus
est essentiel a I’invasion de 1’érythrocyte par le mérozoite. La MSP1-19 contient deux
domaines du facteur de croissance épidermique (EGF)-semblable, dont on pense qu'ils
ont un réle important dans l'invasion érythrocytaire [108]. Les anticorps naturellement
acquis contre MSP1-19 peuvent inhiber l'invasion érythrocytaire en empéchant la
transformation secondaire qui libeére ce fragment du reste du complexe MSP1 [107, 109,
110], et sont associés a la protection contre le paludisme clinique dans les études de
terrain [111-113].

Les anticorps dirigés contre la portion C-terminale de la MSP1 induisent une immunité
protective contre une forte parasitémie, 1’anémie palustre et 1’accés palustre clinique
[111]. Ces anticorps entrainent in vitro une inhibition du développement des parasites
[114] et préviennent I’invasion des érythrocytes [115]. Cette inhibition de 1’invasion
serait due a un clivage protéolytique de la MSP1 en fragments plus petits [101].

Une étude d’immunisation chez le singe Aotus nancynai avec un vaccin a base de MSP1
menée par Kumar et coll. en 2000 a démontré que ce vaccin induit une protection efficace
contre une infection létale [116]. L’étude de phase 1 menée en 1999 par Keitel et coll. a
Washington DC avec une protéine recombinante de la partie C-terminale de la MSP1
fusionnée a des épitopes des cellules T helper de la toxine tétanique a entrainé une
séroconversion qui a protégé 9 sur 16 volontaires en 3 immunisations a forte dose [117].

3.4.2.1.3. EBA175 (Erythrocyte Binding Antigen 175)

L'antigene érythrocytaire de liaison 175 de Plasmodium falciparum (EBA-175) est un
ligand pour l'invasion des mérozoites dans les érythrocytes humains qui se lie a la
glycophorine A d'une manié¢re dépendante de l'acide sialique [118]. EBA175 est une
protéine de P. falciparum de 175 kDa, située dans le micronéme a I’extrémité apicale des
mérozoites, qui se lie aux résidus d’acide sialique sur la glycophorine A pour négocier
I’entrée dans I’érythrocyte [119]. Le domaine de liaison aux récepteurs de ’EBA175 a
¢été localisé a I’extrémité N-terminale, un domaine riche en cystéine, la région RII [120].
La région RII est hautement conservée parmi plus de 30 isolats de laboratoire et de
terrain [121] et a été établie comme un candidat vaccin [122, 123]. Elle se compose de
deux régions : F1 et F2, elles sont riches en cystéine. F1 et F2 sont homologues a la
protéine de liaison Duffy de P. vivax et sont donc appelés les domaines Duffy binding-like
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(DBL) [124]. Les domaines DBL (F1 et F2) sont propres aux Plasmodium et constituent
donc une bonne cible thérapeutique [125]. La région F2 est plus particuliérement
concernée par la liaison aux récepteurs. Il a été démontré que les anticorps dirigés contre
F2 bloquent I’invasion des globules rouges par P. falciparum in-vitro en inhibant sa
liaison a I’acide sialique sur le domaine de mucine de la glycophorine A [120]. La
présence d’un ou deux domaines DBL dans la région C-terminale riche en cystéine
(région VI) et un domaine transmembranaire-like de type I définissent EBA-175 en tant
que membre de la superfamille EBL (erythrocyte binding-like) [124].

Des niveaux élevés d'IgG a chacun des EBA étaient fortement associés a la protection
contre le paludisme symptomatique et la parasitémie élevée, mais pas avec le risque de
réinfection en soi [126]. Les sous-classes IgG prédominants étaient soit [gG1 ou IgG3, en
fonction de l'antigeéne. La prédominance des IgG1 contre IgG3 reflete les caractéristiques
structurelles des régions spécifiques des protéines. IgG3 a été le plus fortement associés a
la protection, méme pour les antigénes qui ont eu une réponse IgGl prédominante.
L’EBA semblent étre des cibles importantes de I'immunité protectrice acquise. Ces
résultats appuient leur développement en tant que candidats vaccins.

3.4.2.1.4. MSP 2 (Merozoite Surface Protein 2, protéine 2 de surface du mérozoite)

La MSP2 est une glycoprotéine exprimée a la surface du mérozoite avec un poids
moléculaire de 45 a 50 kDa. La MSP2 dispose d'une région de répétition centrale qui a
une variation significative entre les isolats tandis que les régions N et C-terminales sont
bien conservées [96, 127]. La protéine 2 de surface du mérozoite de Plasmodium
falciparum (MSP) -2, est une protéine polymorphe dont les régions variables définissent
deux familles alléliques, les familles 3D7/IC-1 et FC27/D10. Le géne codant pour MSP-2
est localisé sur le chromosome 2 immédiatement en région-3' du géne codant pour la
protéine de surface du mérozoite-5 (MSP-5) avec une région intergénique de 1096 pb qui
contient le promoteur de la MSP-2 [128]. La MSP-2 de P falciparum est un autre
antigéne principal candidat vaccin sous-unité contre le paludisme [129]. Les alleles de la
MSP-2 se répartissent généralement en deux types alléliques, FC27 et 3D7, qui différent
considérablement de la structure dimorphe de la région variable centrale, le bloc 3.

La réponse d'anticorps est presque entiérement dirigée vers les régions variantes de MSP-
2. MSP-2 est un candidat prometteur pour un vaccin antipaludique. Les études in-vitro et
in-vivo ont démontré la capacité de MSP2 a induire une réponse immunitaires pouvant
inhiber la multiplication du parasite [130]. Mais un grand polymorphisme génétique avec
divers types a été identifi¢ dans le domaine de MSP-1 et de MSP-2 de P. falciparum chez
des isolats du Myanmar [128].En raison de leurs caractéristiques polymorphes, les génes
MSP-1 et MSP-2 ont été utilisés comme marqueurs polymorphes dans les études de la

dynamique de transmission du paludisme dans des isolats naturels de P. falciparum.
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3.4.2.2. Candidats vaccins actuels antipalustres

Il existe au moins 94 candidats vaccins antipaludiques actuellement en étude. Ils sont
dérivés d’une vingtaine d'antigénes [131]. Les candidats vaccins se distinguent d’abord
par les stades parasitaires auxquels les antigénes sont exprimés. De ces stades, dépendent
I’effet attendu du vaccin et le type de réponse immune susceptible d’étre protectrice. Il y
a des candidats vaccins contre le parasite au stade pré érythrocytaire, des candidats
vaccins contre le parasite au stade érythrocytaire et des candidats vaccins contre le
parasite au stade sexué.

CSP

Bloquant |a
transmission

T Cells
Cytokines

Pf325, Pfs45/48 1 boke r \  Antibodies
Erythrocytaire

(formes asexuées)

MSP1
AMA1

Cytokines
Free Radicals

Figure : Différents types de vaccins antipaludiques et leurs cibles.
Source: DANIEL J. Carucci & STEPHEN L. Hoffman, Nat. Med. Web Reprint. Special
Malaria focus — 2000 page 6

- Les vaccins contre les stades pré-érythrocytaires
Les vaccins pré-érythrocytaires préviendraient 1’invasion des hépatocytes par les
sporozoites ou entraineraient la destruction des parasites dans les hépatocytes infectés. Le
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mécanisme de cette immunité protectrice est mal ¢lucidé mais le rdle des lymphocytes T
est évident dans la lyse des hépatocytes infectés [56]. Les anticorps dirigés contre les
antigénes du parasite du stade hépatique préviendraient I’invasion des hépatocytes par les
sporozoites. La protéine la mieux caractérisée est la CSP (Circum Sporozoite Protein) qui
est exprimée avant et pendant I’infection des hépatocytes [132]. Beaucoup d’efforts ont
été focalisés sur 1’épitope immunodominant composé par un tétrapeptide répétitif NANP
(Asn-Ala-Asn-Pro) de cette protéine.

Le candidat vaccin le plus avancé dans ce groupe est le RTS, S/AS02A qui est le résultat
de I’assemblage de trois composants: le CSP de P. falciparum, un antigéne de surface du
virus de I’hépatite B et un adjuvant AS02 de GlaxoSmithKline [133-135]. Le RTS,
S/AS02A a été un bon inducteur de la réponse cellulaire de type Thl et a entrainé¢ une
forte réponse humorale avec production d’une forte concentration d’IgG dirigée contre la
région répétitive du CSP [80].

Nous pouvons aussi citer d’autres candidats vaccins du méme stade: Liver Stage Antigen
3 (LSA-3) [66] et une protéine adhésive relative de thrombospondin (DNA/MVA-ME-
TRAP) [136, 137].

- Les vaccins contre les stades érythrocytaires

A ces stades, les parasites ne peuvent étre atteints que par des anticorps, par des réponses
a médiation cellulaire dépendantes des anticorps (ADCC) ou par la lyse cellulaire
dépendant du complément. Ces vaccins pourraient interrompre le cycle érythrocytaire et
par conséquent, éviter les manifestations cliniques provoquées par la schizogonie
érythrocytaire. Un vaccin dirigé contre ce stade pourrait donc réduire la pathogénicité, la
morbidité et la mortalité du paludisme et a la longue, éviter les complications telles que le
paludisme cérébral, I’anémie palustre, la défaillance rénale et d’autres formes graves du
paludisme chez la femme enceinte en bloquant I’invasion des érythrocytes par les
mérozoites. Parmi les vaccins de cette catégorie, la protéine de surface du mérozoite 1
(MSP1) [116, 117] et ’AMA1 [84, 138] sont les plus avancés en développement clinique.
AMALI induit la production des anticorps qui sont présumés é&tre des composants
importants des réactions immunitaires acquises, pour la protection contre le P. falciparum
[139].

En plus de ces deux candidats vaccins, il existe d’autres antigénes du méme stade
comme: La MSP-3 (protéine 3de surface du mérozoite) qui est un long peptide ; la
GLURP (protéine riche en glutamate) également un long peptide; ’EBA-175
(Erythrocyte Binding Protein) et la MSP2 (protéine 2 de surface du mérozoite) [131].
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- Les Vaccins contre les stades sexués
Les anticorps peuvent bloquer le stade sexué du parasite dans I’estomac des anophéles
avant que la fécondation ne puisse initier son développement dans le vecteur. Un vaccin
dirigé contre le stade sexué des parasites pourrait réduire ou interrompre la transmission
du parasite. Ce type de vaccin ne viserait pas a protéger 1’individu vacciné mais a limiter
la transmission des parasites de I’homme au vecteur et secondairement du vecteur a
I’homme.

Les candidats vaccins de cette catégorie les plus étudiés sont les antigénes des
gamétocytes de P. falciparum notamment le Pfs28 et le Pfs25. Les anticorps dirigés
contre le Pfs28 entrainent un blocage de la transmission de P. falciparum et présentent
une action synergique lorsqu’ils sont combinés aux anticorps dirigés contre le Pfs25. Ces
deux antigenes sont trés immunogenes et ont une diversité antigénique limitée [140].
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4. Matériel et Méthodes

4.1. Cadre d’étude

Cette ¢étude s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche sur la résistance innée et
acquise du paludisme a P. falciparum au Mali. Le projet rentre dans le cadre d’une
collaboration entre le Centre de Recherche et de Formation sur le Paludisme (sigle
anglais : MRTC) de la Facult¢ de Médecine, de Pharmacie et d’Odontostomatologie
(FMPOS) et le laboratoire de recherche sur le paludisme et les vecteurs de I’Institut
National d’Allergie et de Maladies Infectieuses des Instituts Nationaux de la santé des
Etats-Unis d’Amérique (LMVR/NIAID/NIH). Cette étude a été menée dans les villages
de Kéniéroba, Bozokin et Fourda dans la commune rurale de Bancoumana (figure 7). En
outre, le prélévement des Dogon et des Peulh a été effectué¢ dans la zone périurbaine de
Mopti.

- Village de Kéniéroba

Ancien village de bataille situ¢ a 74 Km au sud-ouest de Bamako sur la route de
Kangaba. Refond¢ il y a plus de cent ans apres son premier déclin par Maré Famissa
KEITA, qui fit réunir ses freres dispersés a Kéniéroba (la terre de leur ancétre). Il compte
environ 2079 habitants (recensement MRTC/FMPOS, 2008) composé essentiellement de
malinké, de peulh et de bambara.

- Village de Fourda

C’est un hameau de péche situé le long du fleuve Niger & 3Km au sud-est de Kéniéroba.
Il fut fondé par les fréres SOGORE dans le but de faire la péche. Il s’agit de Kalifa ; de
Sinimba, de Fodé, de Mamady et de Drissa. Fourda compte environ 269 habitants
(recensement MRTC/FMPOS, 2008) dont la majorité est Somono (malinké) en plus de
quelque Bambara et peulh.

Kéniéroba et Fourda partagent une méme école fondamentale, une méme medersa et un
centre de santé ou est base notre équipe de recherche.

- Village de Bozokin

C’est un hameau de péche du village de Bancoumana situ¢ a 7 Km au sud-est. Il a été
fondé par Soungalo TRAORE il y a plus de 100 ans. Il est essentiellement habité par les
Bozo (Konta) convertis en Konaté par le langage mandingue. Il compte environ 247
habitants (recensement MRTC/FMPOS, 2008). Les Malinké constituent le groupe
ethnique majoritaire, suivi par les Peulh et les Dogon. Le village utilise le centre de santé
communautaire et 1’école fondamentale de Bancoumana.
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Ces trois villages se situent dans une zone climatique soudano-guinéenne (figure 6 et
figure 7). Deux grandes saisons se succédent dans cette zone : la saison des pluies de juin
a octobre et la saison séche de novembre a mai avec une courte saison de transition que
les communautés rurales désignent sous 1’appellation vernaculaire de fobonda. Elle est
représentée par un adoucissement voire un rafraichissement des températures par
I’arrivée des cotes atlantiques de I’harmattan. Elle s’étale de novembre a janvier.

-Zone périurbaine de Mopti

La ville de Mopti, capitale de la cinquiéme région administrative du Mali, est située dans
le delta intérieur du Niger et a 650 km de Bamako. Elle a été fondée vers la fin du XIXe
siecle par les Bozos Naciré¢ et Konta sous le nom de Sangha qui signifie lieu de
rassemblement. Située au confluent du fleuve Niger et du fleuve Bani, d'ou son surnom
de «Venise malienne», Mopti avec une superficie de 79 017 Km* compte aujourd'hui
environ 100 000 habitants composés de Peulh, de Dogon, de Bozo, de Bambara, de
Songhai et de Bobo. La région de Mopti est composée de 08 préfectures, de 55 sous-
préfectures, 108 communes et 2020 villages.

Jadis, la localité était construite sur un seul ilot mais la ville s'est agrandie et a pris de
I'importance sur le plan économique. En 1882 déja, des hommes de tous les horizons s'y
¢taient installés. Troisiéme ville du Soudan, la ville ne possédait qu'une unique porte
d'entrée et de sortie par voie terrestre jusqu'aux grands travaux d'aménagement des
plaines rizicoles par l'opération riz (1978). Erigée en commune mixte en 1919, en
commune de moyen exercice en 1952, la ville comprend, entre autres quartiers:
Komoguel I, Komoguel II, Bougoufi¢, Gangal, Tougeul, Mossin-Gor¢.

Deux zones naturelles distinctes sont généralement reconnues pour symboliser la
géographie de la Région de Mopti : la zone exondée et de la zone inondée. La premicre
couvre les Cercles de Koro, Bankass, Bandiagara et Douentza, tandis que le second
synonyme d’enclavement désigne les Cercles de Mopti, Djenné, Ténenkou et Youwarou.
Le delta est caractéris¢ par les inondations saisonnicres (septembre a janvier) qui
favorisent la prolifération des habitats d'eau, idéal pour la reproduction des moustiques.
La région a un climat typiquement sahélien avec une pluviométrie annuelle moyenne
entre 200 et 500 mm, concentrées en une seule saison des pluies de juin a septembre et
suivie par une longue saison seche de 8-9 mois.

Les établissements socio sanitaires sont [’hopital régional, le centre ophtalmologique,
’atelier de lunetterie et les cliniques privées. Il existe 4 centres de santé communautaire
(CSCOM) a Mopti et trois a Sévaré. Cinq de ces 7 CSCOM ont été déja mis en place en
1998, tandis que deux, Sévaré III et Toguel, ont été ouverts en 2004 en réponse a la
demande accrue de services de santé¢ due a une urbanisation rapide. Avec sept CSCOM,
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les populations de Mopti et Sévaré ont un acceés élevé aux soins de santé primaires par
rapport aux autres zones urbaines du Mali.

Mopti est une zone de transmission saisonnicre et intense du paludisme pendant la saison
des pluies de juillet 2 novembre. Le taux de prévalence de P. falciparum varie entre 40 et
80% et le paludisme représente 30% des causes de la mortalité globale des enfants dans
la région [141]. Le principal vecteur du paludisme est Anopheles gambiae sl et P,
falciparum est I’espece prédominante avec plus de 95% de la formule parasitaire. Aux
heures de pointe, le taux d'inoculation entomologique (TIE) peut atteindre 22 piqires
infectantes par personne et par nuit [141]. La région est considérée comme endémique
pour le paludisme, marquée par la transmission stable et faible avec des pics pendant la
saison des pluies. Environ un tiers des enfants de moins de cinq ans vus dans un
¢tablissement de santé a Mopti entre 1998 et 2006 ont été diagnostiqués comme des cas
présomptifs de paludisme. Les résultats des études sur le paludisme a Mopti corroborent
avec les résultats précédents qui suggerent que l'origine ethnique Peulh est protecteur
contre le paludisme [141, 142].

Les activités économiques sont 1’agriculture, 1’¢levage, la péche et [Dartisanat.
L’agriculture de la région est largement tributaire des aléas climatiques et du niveau de
crue des fleuves parce qu’elle est essentiellement basée sur les cultures exondées (mil,
sorgho, fonio), les cultures maraicheres et la riziculture en zone inondée.

L’¢levage dans la région est de type extensif et revét un caractére fortement culturel qui
fait du bétail un potentiel économique mal exploité. La réorganisation des éleveurs et leur
orientation vers des perspectives mieux adaptées s’imposent dans cette zone encore
considérée comme ’une des plus importantes en production de cheptel.

La péche la région de Mopti étant a moitié située au cceur du delta central, elle consacre
une zone piscicole par excellence. La production halieutique est commercialisée sous
forme de poisson séché, fumé et frais alimentant outre 1’autoconsommation des
producteurs et les commerces intérieurs un fort courant d’exploitation a destination de la
Cote d’Ivoire et du Burkina-Faso. La ville de Mopti au centre du delta abrite a cet effet le
plus grand port de péche artisanal de I’ Afrique de I’Ouest.

L’artisanat connait un essor certain grace a son organisation au sein des structures de la
fédération nation des artisans et la chambre des métiers. Une direction régionale de la
promotion de I’artisanat a été créée en 2004 pour soutenir et consolider les acquis encore
fragiles dans ce domaine. Les localités se sont spécialisées dans la production de certains
articles : laiterie a Ténenkou et a Youwarou ; masques de statuettes et paniers carrés a
Bandiagara ; sandales en cuir a Douentza et poteries a Mopti.
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Le commerce concerne surtout les produits de 1’agriculture, de 1’¢levage, de la péche et
de I’artisanat. Les partenaires commerciaux sont le Burkina, la cote d’Ivoire et le Ghana.

Dans ces différents sites d’étude, 1'habitat est de type traditionnel. I1 est constitué¢ de cases
rondes et rectangulaires, en terre battue, aux toitures en chaumes coniques. Quelques
maisons ont des toits en tole. Ces différents types de maisons encourageant le repos des
moustiques, favorisent une densit¢é et une agressivit¢ anophélienne élevées.
L'environnement physique des villages est propice a la transmission du paludisme. Les
villages sont situés dans une grande plaine qui s'étend jusqu'au fleuve Niger. La plaine
présente de nombreuses retenues d'eau pendant la saison des pluies. C'est une plaine de
riziculture. Les retenues d'eau avec des crevasses naturelles du sol peuvent constituer des
gites larvaires potentiels. Pendant la saison des pluies, il existe des cultures intra
domiciliaires et une prolifération d'herbes sauvages dans le village, contribuant ainsi a
augmenter 1'agressivité des moustiques.

La température la plus élevée se situe a ~40°C au mois de mai et la plus basse est voisine
de 18°C au mois de décembre-janvier. La température moyenne annuelle est autour de
23°C. D’une maniére générale, le climat y est assez agréable et la végétation est
luxuriante.
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Figure : Plan de masse des trois villages d’étude dans la commune rurale de
Bancoumana
Source: Unité GIS MRTC/FMPOS

4.1.1. Situation géographique, climat et végétation de Bancoumana

Située a 60 Km de Bamako (la capitale Malienne) en zone soudano guinéenne, la
commune rurale de Bancoumana est facilement accessible par la route nationale 15 (RN
15) Bamako —Kangaba. Elle est limitée au Nord par la commune rurale de Siby, a I’est
par la commune rurale du Mandé, au Sud et au Sud-ouest par la commune rurale de
Minindian, au Sud-est par les communes rurales de Niagadina et Kourouba (toutes
situées sur la rive droite du fleuve Niger).

La principale formation végétale est une savane arborée (25% du terroir) avec quelques
galeries forestieres le long du fleuve Niger. On y distingue :
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- (1) une strate arborée avec les especes telles que Bombax costatum (kapokier),
Vitellaria paradoxa C.F. Gaertn. (Karité), Parkia biglobosa Jacq. (Néré), Tamarindus
indica L. (tamarinier), Manguifera indica L. (manguier);

- (i1) une strate arbustive composée de Combretum micranthum G. Don (kinkéliba);
Guiera senegalensis JF.Gmel (kundie en bambara), Cassia sieberiana DC (case de sieber,
sindja (Pular));

- (ii1) une strate herbacée ou savane de graminées dont Cymbopogon giganteus
Chiov. (Tiekala), Pennisetum pedicellatum Trin et Andropogon sp (Ouaga) ; et

- (iv) une galerie foresti¢re caractéristique de la savane guinéenne se forme le long
du fleuve Niger.

Le réseau hydrographique est dominé par le fleuve Niger.

La couverture végétale originale rencontrée sous un climat soudano-guinéen marque la
transition entre la savane arborée et la forét claire guinéenne. Ce type de végétation existe
encore a 1’état délictuel au niveau des bois sacrés et le long du fleuve Niger. Les feux de
brousse, I’exploitation du bois de chauffage, les défrichements nécessaires aux cultures
ont profondément dégradé cette végétation, devenant propice a I’'implantation des
moustiques.

La faune entomologique est constituée d’invertébrés et d’arthropodes. Anopheles
gambiae et A. funestus abondent dans les villages ou ils assurent la transmission du
paludisme et de la filariose de Bancroft surtout en saison des pluies. Les similies
transmettent 1’onchocercose durant I’hivernage tandis que les glossines (mouche tsé-tsé)
transmettent la maladie du sommeil. Anopheles gambiae est le vecteur majeur du
paludisme rencontré dans la zone d’étude[143].

4.1.2. Infrastructures socio-sanitaires de Bancoumana

La commune dispose :

- dans le domaine de I’éducation :
Dix (10) écoles publiques dont 4 seconds cycles
Trois (03) écoles communautaires
Sept (07) medersas communautaires
Dix Huit (18) centres d’alphabétisation.

- dans le domaine de la santé :
Quatre (04) dispensaires (Kéniéroba, Djiguidala, Ouoronina et Niam¢)
Cinq (05) maternités
Huit (08) dépots pharmaceutiques
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Un CSCOM: celui de Bancoumana
Une pharmacie (officine privée)

4.1.3. Activités socio-économiques et culturelles de Bancoumana

Les activités socio-économiques dominantes dans la commune rurale de Bancoumana
sont marquées par 1’agriculture, 1’¢levage, la péche, I’artisanat, le commerce et la
cueillette.

L’agriculture constitue la principale activité économique des populations. La plaine de
Bancoumana est propice aux cultures vivriéres et industrielles. Aux abords du village,
dans les retenues d’eau (deux digues), la culture du riz (Oryza sativa L., O. glaberrima
S.) est tres développée. Celle du sorgho (Sorghum vulgare J.), du mil (Pennisetum
typhoides Stapf. & Hubb), du mais (Zea mays L.), du haricot (Vigna unguiculata L.), du
papayer (Carica papaya L.), de I’orange (Citrus sinensis L.) et du citron (Citrus limonum
RISSO.) a lieu surtout dans les enlatours des concessions ou dans des jardins.

La culture du dah (Hibiscus sabdariffa L.), du coton (Gossypium barbadense L.), de
I’arachide (Arachis hypogae L.), de la courge (Cucurbita pepo L.), du melon (Cucurmis
melo L.), de concombre (Cucumis sativus L.) de I’oignon (Allium cepa L), de la patate
douce (lpomoea batatas L.), de la pomme de terre (Solanum tuberosum L.), du piment
(Pimenta officinalis Lindl.), de la poivre de guinée (Capsicum annum L.), du tabac
(Nicotiana tabaccum L.), du cotonnier (Gossypium herbaceum L.), du sésame (Sesamum
indicum L.), de la tomate (Solanum lycopersicum L.), de la banane (Musa paradisiaca L.)
ainsi que d’autres produits maraichers constituent d’importantes ressources de revenu
pour la population. La taille des exploitations est trés variable et dépend de la capacité du
travail potentiel de la famille ainsi que du patrimoine foncier.

L’¢levage des ovins, des caprins et des bovins y est pratiqué comme une activité
économique secondaire. On y retrouve aussi quelques équidés (anes et chevaux) utilisés
comme animaux de trait. La plupart des villageois thésaurisent leurs revenus dans
I’¢levage et dans les cultures industrielles. La péche est également pratiquée par les
ethnies Bozo et Somono principalement dans les villages de Fourda et de Bozokin.
L’artisanat local est peu développé (cordonnerie, forgerie, magonnerie, poterie). En
dehors de la commercialisation des produits agricoles ; le commerce des produits de
consommation courante y est pratiqué. Une foire hebdomadaire a lieu a Kéniéroba
chaque jeudi favorisant ainsi le phénomene d’automédication par la circulation facile des
médicaments.
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L’islam représente la religion la plus dominante avec 95% de sujets qui s’en déclarent.
Cependant, les religions traditionnelles sont assez présentes dans certaines grandes
familles et sont visibles dans les pratiques quotidiennes de la vie socio- culturelle.
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4.2. Type et Période d’étude
Nous avons mené une étude transversale en Décembre 2009.

4.3. Criteres d’inclusion et de non-inclusion

4.3.1. Critéres d’inclusion

Nous avons inclus dans cette étude tous les adultes répondant aux critéres suivants :
- résider dans les villages de Kéniéroba, Fourda, Bozokin ou Mopti,
- accepter volontairement de participer a [’é¢tude comme attestée par le
consentement libre et éclairé,
- étre 4gé de 18 a4 60 ans, et
- avoir un taux d’hémoglobine > 10 g/dl

4.3.2. Critéres de non inclusion

Nous n’avons pas inclus dans notre étude les adultes qui sont dans I’une des deux
situations ci-dessous.

Toute condition rendant 1’adulte incapable de suivre le protocole (par exemple : maladie
psychiatrique, hémophilie).

Toute condition pouvant étre un facteur de risque d’exposition inutile du personnel (par
exemple : sujets affectés ou infectés par le VIH/SIDA).

4.4. Population d’étude et Echantillonnage

La population d’étude était constituée par un sous-échantillon des adultes de 18 a 60 ans
résidants dans les villages (Kéniéroba, Bozokin et Fourda) et dans la ville de Mopti. Nous
avons inclus 93 dans cette étude a partir d’un échantillonnage exhaustif de I’ensemble des
adultes qui ont répondus aux critéres d’inclusion.

4.5. Collecte, gestion et analyse des données

Les données ont été enregistrées sur des fichiers standards de rapport de cas (CRF). Elles
ont ¢té saisies sur Microsoft Excel 2007 et analysées avec les logiciels STATA et le
logiciel libre de Statistique R.

Le taux d’anticorps de chaque adulte a été converti en Unit¢é ELISA. La moyenne
géométrique des Unités ELISA de chaque groupe a ¢été calculée. Le test de K-W
(Kruskal-Wallis) a été utilisé pour comparer les différents groupes. Le seuil de signifiance
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a été fixé pour une valeur du p < 0,05. Le test de Spearman a été utilisé pour calculer les
coefficients de corrélation.

4.6. Variables mesurées
Les variables suivantes ont ét¢ mesurées :
- variables sociodémographiques : 1’age, le sexe et la résidence ;
- variables biologiques : le taux d’hémoglobine, et les taux d’anticorps anti-
AMAL1, anti-MSP1, anti-EBA175 et anti-MSP2.
4.7. Déroulement pratique de I’étude:

4.8. Examens de laboratoires utilisés
Chaque adulte inclus a fait I’objet d’un prélévement veineux sanguin au niveau du pli du
coude. Sur ce prélévement, nous avons effectué les analyses suivantes (décrites en détails
en annexe) portant sur :
- la détermination du taux d’hémoglobine en utilisant I’appareil HemoCue (cf.
annexe, [144]);

- la détermination de l’infection palustre a partir des gouttes épaisses, lues au
microscope (cf. annexe, [145]);

- le reste du prélévement sanguin veineux a été utilisé pour le dosage des anticorps
antipalustres par le test ELISA (cf. annexe, [146]).

4.8.1. Le prélévement sanguin et la préparation des échantillons biologiques.

Au total, 50 ml de sang veineux étaient prélevés dans des tubes contenant [’héparine de
sodium. Les tubes de sang étaient acheminés au laboratoire immédiatement aprés le
prélevement. Ces tubes étaient transvasés sous hotte dans d’autres tubes pour la
séparation des cellules mononuclées du sang périphérique. Apres la centrifugation, le
plasma était collecté dans des tubes stériles a fond conique de 1,8ml.

Ces plasmas étaient conservés dans les Revco a une température de -80°C avant le test
ELISA.

4.8.2. Test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Tous les échantillons de plasma ont été testés contre les antigénes AMAI, MSPI,
EBA175 et MSP2. Le taux d’anticorps de chaque échantillon a été converti en unité
ELISA. Le test ELISA a été réalisé grace aux procédures standard normalisées (SOP,
Standard Operating Procedures) développées par I’Unité de développement des vaccins

du NIAID/NIH (cf. annexe, [146]).
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4.8.3. Test d’inhibition croissance de Pf in vitro

Le test consiste a évaluer I'impact des sérums (Anticorps) sur la croissance du
PLASMODIUM falciparum en culture in vitro pendant 48 heures. Le taux d’inhibition de
la croissance est déterminé en rapportant 1’augmentation de la quantit¢ d’ADN
parasitaire observée en utilisant le sérum étudié a celle observée en utilisant un pole de
sérum de sujets non immunisés.

4.9. Considération éthique et déontologiques

Le protocole de recherche a été soumis a l'approbation du comité d'éthique institutionnel
de la Facult¢ de Médecine, de Pharmacie et d’Odontostomatologie de 1’Université de
Bamako ainsi qu’aux Instituts Nationaux de Santé des Etats-Unis d’Amérique. Nous
avons également travaillé selon les bonnes pratiques de recherche clinique sur I’homme
et selon les bonnes pratiques de laboratoire telles que énoncés dans les conventions
internationales (déclaration d’Helsinki, Conférence internationale d’harmonisation des
bonnes pratiques de recherche biomédicale).

Sur le terrain, la communauté (autorités administratives, coutumicres et les associations
féminines) a ét¢ informée de tous les aspects de 1’é¢tude. Une restitution des résultats est
prévue a la fin de I’étude.

4.9.1. Risques et effets secondaires potentiels

4.9.1.1. Effets secondaires des prélevements sanguins

Le protocole soumis aux comités d’éthique a été rigoureusement appliqué par un
personnel médical et paramédical qualifié et professionnel. L’équipe de recherche a
respecté les lignes directrices concernant les bonnes pratiques en mati¢re de recherche
(bonne pratique clinique et bonne pratique de laboratoire). Afin de prévenir toute
contamination induite par les instruments souillés de sang, chaque prélévement sanguin a
été effectué a I'aide d'un matériel stérile a usage unique, le port de gants a usage unique.
Les zones de prélévement ont été rigoureusement nettoyées avec de I’alcool a 70% avant
chaque prise de sang. Chaque fois qu’un gant était souillé, il était remplacé
immeédiatement.

4.9.1.2. Risques contre bénéfices

Le bénéfice emportant sur le risque a favorisé la participation dans cette étude. Le risque
constaté a été 1’inconfort occasionné par les prélevements (capillaire et veineux) et la
perte de temps lors des différents rendez-vous. Le grand bénéfice a été le traitement
médical gratuit, le suivi clinique durant I’étude et la proximité d’un service médical
permanent dont la population ne bénéficiait pas auparavant. En plus, le besoin de
développer de nouvelles stratégies pour diagnostiquer et/ou retarder la chimiorésistance
est une urgence au Mali et en Afrique sub-saharienne. Tout le matériel utilisé pour le
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traitement et les prélévements (seringues, vaccinostyles, gants, lames, etc.) ont été¢ mis a
I’abri des enfants dans un puits et incinéré; évitant ainsi tout usage du matériel souillé par
les enfants.

4.9.2. Compensation

Les modalités de compensation ont été¢ discutées avec la communauté. Il leur a été
notifi¢ qu’un volontaire du protocole ne pourra pas recevoir directement de 1’argent
liquide pour sa participation libre et éclairée au protocole. Un autre aspect du bénéfice a
¢été la prise en charge par le projet de tous les cas de paludisme simple et compliqué. Les
autres pathologies aigués des volontaires de I’étude ont été €galement prises en charge
par le projet. Le centre de santé de Kéniéroba a regu une compensation pour les pertes de
recettes occasionnées par la prise en charge des enfants du protocole et a été
complétement rénové par le projet en plus de la construction d’un grand hangar dans la
cours du dispensaire.
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5. Résultats

5.1. Données sociodémographiques

Tableau : Répartition des sujets selon le sexe

Sexe Effectif Pourcentage
Masculin 39 41,9

Féminin 54 58,1

Total 93 100

Le sexe ratio était de 1,38 en faveur des femmes.

Tableau : Répartition des sujets selon 1’ethnie

Ethnie Effectif Pourcentage
Malinké 31 33,3
Dogon 31 33,3
Peulh 31 33,3
Total 93 100

Les trois groupes ethniques (Malinké, Dogon et Peulh) étaient proportionnellement
représentés dans notre étude avec 33,3%.
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Tableau : Répartition des sujets selon la classe d’age

Classe d’age Effectif Pourcentage
18-30 ans 47 50,5
31-45 ans 29 31,2
46-60 ans 17 18,3
Total 93 100

La classe d’age 18 a 30 ans était majoritaire avec 47% tandis que les plus de 46 ans ne
représentaient que 18,3% de notre étude.

Tableau : Répartition des sujets selon I’ethnie, le sexe et la classe d’age

Ethnie sexe Classe d’age Total
18-30 ans 31-45 ans 46-60 ans
Masculin 1 4 2 7
Malinké Féminin 6 9 9 24
Total 7 13 11 31
Masculin 19 7 2 28
Dogon Féminin 2 1 0 3
Total 21 8 2 31
Masculin 11 5 3 19
Peulh Féminin 8 3 1 12
Total 19 8 4 31
Total 47 29

Sur ’ensemble de notre échantillon, le sexe masculin était majoritaire chez les Dogon et
les Peulh. Par contre, le sexe féminin était majoritaire chez les Malinkés avec 24
personnes. Chez les sujets Peulh, le sexe masculin était majoritaire avec un sexe ratio de
1,58. Les sujets Dogon et Peulh étaient relativement plus jeune comparés aux sujets

Malinké avec un age compris entre 18 et 30 ans.

Figure : Description statistique de 1’dge moyen des sujets selon les ethnies

Tableau : Répartition de I’age moyen dans les différents groupes ethniques

Age Age Std.
moyen | moyen | Effectifs | Déviation | Variance | Médian
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E/Ialmk 29.03 |31 9229  |85.166 |28.00
Dogon [41.71 |31 11458  |131.280 |41.00
Peulh |29.74 |31 10.570 | 111.731 |25.00
Total |33.49 |93 11.883 | 141.209 |30.00

L’age moyen était de 41,71 ans chez les sujets Malinké contre respectivement 29,03 ans
et 29,74 ans chez les sujets Dogon et Peulh.

Age
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Figure : Répartition des sujets en fonction de 1’age, de 1’ethnie et du sexe

Les sujets Malinké de sexe féminin avaient un age médian significativement plus élevé
que les autres groupes (P=0,0158).
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Figure : Evolution de la pluviométrie et de 1’incidence du paludisme en 2008 et 2009 a
keniéroba.
Légende

* # of cases per week: nombre de cas par semaine

¢ Rainfall per month: pluviometrie par mois

¢ Median: mediane

®  Week: semaine

De fagon générale, nous avons constaté plus de cas de paludisme en 2009 qu’en 2008 de
juin a décembre. Le pic du paludisme se situe a la fin de la saison de pluies en fin octobre

et début de novembre, respectivement. Ce pic suit toujours le pic de la pluviométrie.
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5.2. Résultats analytiques

Tableau : Moyenne du taux des anticorps anti-AMA1-3D7, Anti-MSP1-42-3D7, Anti-
EBAL175, et Anti-MSP2-257

Effectif Std.
Anticorps S Minimum Maximum Moyenne Déviation
Anti-AMA1-3D7 93 0 27978 2036,89  3843,727
Anti-MSP1-42-3D7 93 0 4189 482,88 832,785
Anti-EBA175 93 0 47686 3250,73 7075,479
Anti-MSP2-257 g3 0 14628 1333,68 2680218

Les taux moyens des anticorps en Unité ELISA ont vari¢ de 3250,73 pour I’anticorps
anti-EBA175 a 482,88 pour I’anticorps anti-MSP1. Le taux moyen d’anti-AMA1 était de
2036,89 Unité ELISA alors que le taux moyen d’anticorps anti-MSP2 était de 1333,68
Unité ELISA.

Tableau : Répartition de la distribution des taux d’anticorps anti-AMA1-3D7, anti-
MSP1-42-3D7, anti-EBA175 et anti-MSP2-257 en fonction de 1’age

AMAI- MSP1-42-

Statistiques 3D7 3D7 EBA175 | MSP2-257
Coefficient de | ) 1 0.296 0.096 | 0.127
corrélation

Valeur du p | coq 0.004 0362 |0.226
(bilatérale)

Nombre 93 93 93 93

d’échantillon
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Figure : Distribution des taux d’anticorps anti-AMA1-3D7, anti-MSP1-42-3D7, anti-
EBA175 et anti-MSP2-257 en fonction de 1’age_

Légende

Units: unités

La répartition des taux d’anticorps en fonction de 1’dge montre une corrélation
statistiquement significative entre le taux des anticorps anti-MSP-1 et I’age. (r=0.296, p =
0.0045, tableau VIII). Aucune corrélation statistiquement significative n’a été observée
entre 1’age et le niveau des autres anticorps dirigés contre les autres antigénes examinés.
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Figure : Répartition des taux d’anticorps selon I’ethnie (Malinké, Dogon, Peulh)
Légende: Units: unités
Sex mix: hommes et femmes

Selon la figure ci-dessus, les taux des anticorps anti-AMA-1-3D7 et anti MSP2-257
¢taient similaires dans les 3 groupes ethniques et nous n’avons observé aucune différence
statistique significative entre la médiane des taux d’anticorps anti-AMA-1-3D7 et anti
MSP2-257. Par contre, la médiane des taux d’anticorps anti-MSP-1-42-3D7 était
statistiquement plus élevée chez les sujets Malinké comparé au Dogon (p = 0.0158).
Aucune différence statistiquement significative n’a été observée en termes du taux des
anticorps anti-MSP-1 entre les autres groupes. La médiane du taux des anticorps anti-
EBA-175 était plus élevée chez les sujets Peulh comparée au Dogon (p = 0.002).
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Figure : Corrélation entre le taux des anticorps dirigés contre les 4 antigénes étudiés
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Tableau : Répartition de la distribution des taux d’anticorps anti-AMA1-3D7, anti-
MSP1-42-3D7, anti-EBA175 et anti-MSP2-257 en fonction des autres antigénes

AMAL- | MSP1-42- MSP2-
Statistiques 3D7 3D7 EBA175 | 257
Coefficient de

AMAL | oo 1,000 0.476 0.667 | 0.384

3D7 Valeur ——dup 0.000 0.000 | 0.000
(bilatérale)

Effectif 93 93 93 93
Coefficient de

vsPl | oo 0.476 1,000 0555 | 0.576

42-3D7 | Valeur — du o p 40, 0.000 | 0.000
(bilatérale)

Effectif 93 93 93 93
Coefficient de 5667 0.555 1,000 | 0.433
corrélation

EBA175 | Valeur — dup 05 0.000 0.000
(bilatérale)

Effectif 93 93 93 93
Coefficient de | 384 0.576 0433 | 1.000
corrélation

MSP2- | Valeur — dup 60 0.000 0.000

257 (bilatérale)

Effectif 93 93 93 93

Nous constatons une trés bonne corrélation positive (p < 0,0001) entre le taux des
anticorps dirigés contre les antigeénes étudiés.

Inhibition de la croissance de P. falciparum in-vitro : Le taux d’inhibition de la
croissance de P. falciparum in-vitro observé avec les plasmas des 93 sujets inclus dans
I’étude a varié de -12% a 90% avec un taux moyen de 23,32%.
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Figure : Corrélation entre le taux d’anti-AMA1-3D7 et le pourcentage d’inhibition de la

croissance de P. falciparun in-vitro.

Il existait une corrélation statistiquement significative entre les anticorps anti-AMA-1 et
le taux d’inhibition de la croissance des parasites in-vitro (r = 0,561, p = 0,000).
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Les points/courbes montrent Modes

Figure : Corrélation entre le taux d’anti-MSP1-42-3D7 et le pourcentage d’inhibition de

la croissance de P. falciparum in-vitro.
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Il existait une corrélation statistiquement significative entre les anticorps d’anti-MSP1-

42-3D7 et le taux d’inhibition de la croissance des parasites in-vitro (r = 0,470, p =
0,000).
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11426
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1825,
1624,
1410,
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5 0 3 6 9 12 17 21 23 26 32 35 39 49 59
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Figure : Corrélation entre le taux d’anti-EBA175 et le pourcentage d’inhibition de la
croissance de P. falciparum in-vitro

Il existait une corrélation statistiquement significative entre les anticorps d’anti-EBA175
et le taux d’inhibition de la croissance des parasites in-vitro (r = 0,602, p = 0,000).
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Ty
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Figure : Corrélation entre le taux d’anti-MSP2-257 et le pourcentage d’inhibition de la
croissance de P. falciparum in-vitro
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Il existait une corrélation statistiquement significative entre les anticorps d’anti-MSP2-
257 et le taux d’inhibition de la croissance des parasites in-vitro (r = 0,379, p = 0,000).
D’une facon générale, une corrélation statistiquement significative a été observée entre le
taux des anticorps et le pourcentage d’inhibition de la croissance du parasite in-vitro.

Tableau : Proportion des sujets n’ayant pas d’anticorps contre les différents antigenes.

Antigénes Effectif Proportion
AMA1 3D7 5 5,4

MSP1 42-3D7 15 16,1
EBA175 19 20,4
MSP2-257 4 4,3

Nous avons constaté que certaines personnes incluses dans I’étude ne possédaient pas
d’anticorps dirigés contre les antigeénes étudiés. Cette proportion est de 20,4% pour
EBA175 ; 16,1% pour MSP1-42-3D7 ; 5,4% pour AMA1-3D7 et 4,3% pour MSP2-257.
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6. Commentaires et discussion

La biologie complexe de P. falciparum a dévoilé des obstacles majeurs au développement
de vaccins efficaces contre le paludisme. Comme il passe par les étapes de son cycle de
vie, le Plasmodium exprime les différents antigénes spécifiques de stade, chacun peut
stimuler une réponse immunitaire spécifique. En outre, P. falciparum a une longue
histoire évolutive avec son hote humain et exhibe une grande diversité génétique, en
particulier dans les antigénes de surface qui ont été sous pression sélective prolongée par
la réponse immunitaire de 'homme et qui sont les principales cibles des vaccins sous-
unitaires [147]. En outre, le parasite continue d'évoluer grace a la mutation et la
recombinaison sexuelle en réponse aux médicaments et aux autres interventions contre le
paludisme, fournissant une cible mouvante pour ces interventions. Lorsque les vaccins
antipaludiques sont déployés, "le paludisme résistant au vaccin" peut émerger et menacer
l'efficacité du vaccin comme la résistance aux médicaments a compromis l'efficacité des
médicaments utilisés pour prévenir et traiter le paludisme.

Pour élaborer des stratégies afin de surmonter la grande diversité génétique de P
falciparum et de concevoir des vaccins largement efficaces, il est utile de comprendre
d'abord la distribution et la dynamique naturelle des polymorphismes de chaque antigéne
vaccinal dans les populations endémiques ou la diversité est entrainée par l'immunité
naturellement acquise. Dans les essais cliniques des vaccins contre le paludisme,
l'efficacité spécifique de 1'allele doit étre mesurée comme un critére clé de I'étude, et cette
information sert a informer sur la conception de vaccins et des essais ultérieurs.

Cette ¢étude constitue un travail préliminaire qui rentre dans le cadre d’une étude
quinquennale portant sur I’immunité innée et acquise du paludisme au Mali. L’objectif de
cette étude était d’analyser la réponse anticorps a certains antigénes candidats vaccins de
P. falciparum chez les adultes vivant en zone d’endémie palustre au Mali. Nous avons
aussi mesuré certains parametres sociodémographiques (sexe, age, ethnie).

6.1. Au plan méthodologique

L’¢tude a consisté a mesurer les taux d’anticorps dirigés contre quatre antigéne de P,
falciparum a savoir AMA1-3D7, MSP1 42-3D7, EBA175 et MSP2-257. Elle a concerné
3 groupes ethniques du Mali : les Malinké vivant dans le village de Kéniéroba, les Dogon
et les Peulh vivant dans la ville de Mopti. L’influence du sexe et de I’age aussi a été prise
en compte. Le fait d’enrdler les sujets Malinké a Kenieroba et les sujets Dogon et Peulh a
Mopti pourrait affecter la comparaison entre les taux des anticorps chez les sujets
Malinké et les sujets Dogon et Peulh vu la différence du niveau d’endémicité entre les
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deux zones. Le choix de ces deux localités n’est pas fortuit. En effet, au Mali il est tres
difficile de trouver une localit¢ ou ces trois groupes ethniques sont suffisamment
représentes.

Sur le plan éthique, un consentement libre et écrit, détaillant les avantages et les risques
de I’étude, signé a été obtenu de chaque participant avant son enrdlement. Une
compensation de 10 kilogrammes de sucre était donnée a chaque participant pour le
temps consacré a I’étude.

Au total, 93 sujets agés de 18 a 60 ans ont été enrdlés dans cette étude dont 31 de chaque
groupe ethnique. La représentation des deux sexes au sein des groupes ethniques était tres
variée, il y avait 42% des hommes contre 58% des femmes dans notre étude. Si chez les
sujets Malinké, les femmes étaient plus représentées avec une fréquence de 77%, ce
déséquilibre était inversé chez les Dogons ou elles ne représentaient que 10%. Chez les
Peulh, la proportion des hommes et des femmes était de 61% et 39% respectivement.

L’age moyen des participants a 1’étude était de 33,49 ans. Il était plus élevé chez les
sujets Malinké (41,71 ans) que chez les Dogon ou les Peulh ou il était respectivement de
29,03 ans et 29,74 ans.

6.2. Au plan de la réponse humorale aux différents antigenes

En analysant les taux des anticorps dirigés contre les quatre antigenes de P. falciparum
étudiés, nous avons constaté de facon générale que le taux des anticorps augmentait
parallelement a 1’age (Figure 9). Cependant, cette corrélation était statistiquement
significative uniquement avec le taux des anticorps anti-MSP1-42-3D7 (Figure 9). Ce
constat peut s’expliquer par le faite que les zones d’inclusion des volontaires étaient
d’endémicité différente. Par exemple, les Malinké ont été recrutés dans la zone de
Kéniéroba tandis que les Peulh et les Dogon ont été recrutés en zone périurbaine de
Mopti. En outre, les sujets les plus agés ont subit une exposition plus longue a ces
différents antigénes, contribuant a booster le taux des anticorps chez ces sujets. Une étude
a démontré que la longévité de la réponse des anticorps IgG aux antigénes de P
falciparum dans le sérum des jeunes enfants est dépendante de 1’age et augmente pendant
leur croissance lorsque I’immunité contre le paludisme clinique est normalement acquise
dans la population d’étudiée [23, 148].

Le développement des vaccins antipaludiques a été¢ surtout axé sur deux antigénes du
mérozoite, la protéine 1 de surface du mérozoite (MSP-1) et I’antigéne 1 apical du
mérozoite (AMA-1). Ces deux antigénes ont démontré une certaine utilit¢ comme
candidats vaccins, corrélant avec I’'immunité acquise naturellement lors de multiples
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études épidémiologiques aussi bien que de niveaux é€levés de protection dans les études
précliniques des vaccins sous-unités chez les rongeurs et chez les singes [88, 149]. La
MSP-1 est le candidat vaccin classique du stade érythrocytaire bien qu’exprimé aussi par
les stades tardifs hépatiques de P. falciparum [150, 151]. Les anticorps contre MSP1-19
de la région terminale ont été retrouvés étre associés a la protection contre le paludisme, a
la fois dans les modéles animal [152] et humain au Ghana [153].

Chez les humains exposés a P. falciparum ou immunisés avec 1’antigéne recombinant de
42-kDa de la région (MSP1-42, composée de MSP1-19 et MSP1-33), la réponse des
cellules mémoires T CD4" apparait étre directement dirigée contre 1’épitope a I’intérieur
de MSP1-33 [154, 155]. La plupart des vaccins candidats actuels ciblant MSP1 sont
basés sur la protéine MSP1-42 [156].

Il a été¢ démontré que les groupes ethniques ayant eu une longue association avec le
paludisme soient moins susceptibles a l'infection et a la maladie. La meilleure preuve du
concept d'une variation de susceptibilit¢ génétique chez 1'homme vient d'une étude
comparative de trois groupes ethniques sympatriques au Burkina Faso [157]. L'étude
révele une réduction du taux d'infection et de morbidité chez les Peulh, un groupe
traditionnellement nomade, en comparaison avec les Mossis et les Rimaibés, dans une
situation ou les trois groupes ethniques cohabitent dans les mémes villages.

Au Mali Dolo et coll. avaient trouvé en 2005 que la réponse des antigénes AMAI1 et
MSP1 était plus élevée chez les peulh par rapport aux Dogon[158]. Ces résultats
concordent avec la clinique qui montre une incidence du paludisme plus bas chez les
Peulh qui résulteraient du taux élevé d’anticorps pouvant entrainer I’inactivation des
antigenes AMA1 et MSP1 et par conséquent, le blocage de I’invasion des érythrocytes
par les antigenes du mérozoite.

Au cours de notre étude, nous avons observeé que les taux d’anticorps anti-AMA-1-3D7 et
anti MSP2-257 étaient similaires dans les 3 groupes ethniques (figure 12). Ceci pourra
suggérer que 1’ethnie n’a pas d’influence sur la production des anticorps anti-AMA-1-
3D7 et anti MSP2-257. La médiane des taux d’anticorps anti MSP-1-42-3D7 était
statistiquement plus ¢€levée chez les Malinkés comparée au Dogon (P= 0.0158). Cette
remarque s’explique par le fait que les sujets Malinké sont relativement plus agés et ont
donc eu une plus longue exposition au paludisme comparé aux sujets Dogon et Peulh. En
effet, Dolo et coll. (2005) avait rapporté que les sujets Peulh étaient relativement plus
résistants au paludisme que les sujets Dogon avec lesquels ils vivent en sympathie au
Mali [142]. Les études faites au Burkina Faso [159, 160] et au Mali [160, 161] ont
démontré que les peulh avaient peu d’épisodes palustres, peu de formes séveres et des
titres anticorps élevés par rapport aux autres groupes ethniques. Cette différence de
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susceptibilit¢ semble étre liée a un polymorphisme au niveau du promoteur du géne
d’interleukine-4 [162].

L'antigéne 1 de la membrane apicale (AMA1) est une protéine polymorphe du mérozoite
qui est une cible des anticorps de I'immunité acquise naturellement, inhibiteurs de
I’invasion du globule rouge et cet antigéne est un candidat vaccin de premier plan pour la
phase asexuée de P. falciparum.

En Papouasie-Nouvelle-Guinée, la majorité des personnes vaccinées avec le vaccin
candidat AMA1 avaient des niveaux tres élevés d'anticorps contre AMA1 et la prévalence
et le titre de ces anticorps augmentaient avec 1'age [91] comme observé dans notre étude.
Bien que les anticorps contre les régions conservées de la molécule aient été
prédominants chez la plupart des individus, la plupart des échantillons de plasma
contenait également des anticorps dirigés contre des régions polymorphes de l'antigene.
Dans un petit nombre d'individus, principalement des groupes d'dge plus jeunes, la
majorité des anticorps contre AMALT étaient été dirigés contre les épitopes polymorphes.

Des niveaux ¢levés d'anticorps sont généralement associés a une susceptibilité réduite
subséquente au paludisme clinique [113, 163]. Généralement, les taux d'anticorps
augmentent nettement en 1 ou 2 semaines aprés l'apparition des symptomes lors d’une
réinfection palustre [164, 165]. Une étude suggérait que les augmentations des avidités
d'anticorps se produisent lors de la résolution de l'infection a P. falciparum chez les
humains, reflétant la maturation des réponses anticorps a P. falciparum [166]. Nous
avons constaté une trés bonne corrélation positive entre les taux des anticorps mesurés
contre les 4 antigénes étudiés au cours de notre étude. L’augmentation du taux des
anticorps dirigés contre un antigéne donné se manifeste par 1’augmentation du taux des
anticorps contre les autres antigénes. Ce résultat était attendu vu que les sujets sont
exposés de fagon naturelle et dans les mémes conditions aux 4 antigenes.

L’antigéne 1 de la membrane apicale (AMA1) et la protéine 1 de 42 kDa de la surface du
mérozoite (MSP1-42) sont les principaux candidats vaccin contre le paludisme. Plusieurs
essais précliniques et cliniques ont ét¢ menés et une inhibition de la croissance in-vitro du
parasite test a été utilisée pour évaluer les activités biologiques des anticorps résultant.
Dans une phase de 1 essai avec le candidat vaccin AMA1-C1/Alhydrogel plus CPG 7909,
la vaccination anti-AMA1 a suscité l'inhibition de 96% par les immunoglobulines G
(IgG)[167]. Cependant, les anticorps induits par le candidat vaccin MSP1-42-
C1/Alhydrogel plus CPG 7909 ont démontré moins de 32% d'inhibition in-vitro. Cette
méme ¢étude a démontré qu'il y avait des différences significatives entre les espéces
(souris, 0,28 mg / ml, et le singe, a 0,14 mg / ml, contre les parasites 3D7). Bien qu'il ne
sache pas si l'activité inhibitrice de croissance in-vitro refléte 1'immunité protectrice in-
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vivo, cette étude a démontré que le taux d’inhibition par les anticorps varie en fonction de
l'antigeéne parasitaire et des espéces hotes.

Nous avons également déterminé 1I’impact des anticorps dirigés contre les 4 antigénes sur
la croissance de P. falciparum in-vitro en utilisant les sera étudiés. Ainsi, nous avons
observé une trés bonne corrélation positive entre le taux des anticorps et I’inhibition de
la croissance in-vitro de P. falciparum. Le coefficient de corrélation variait de 0.384
(MSP2-257 vs AMA1-3D7) a 0.667 (EBA175 vs AMA1-3D7). Nous n’avons pas pu
déterminer I’impact individuel de chacun des 4 anticorps sur I’inhibition de la croissance
de P. falciparum in-vitro. Les résultats de ce test sont en conformité avec les observations
faites par Osier et coll. (2008) qui avait rapporté¢ au Kenya que des taux d’anticorps
¢levés contre plusieurs antigenes plasmodiques étaient associés a une protection contre
les manifestations cliniques du paludisme [163]. De fagcon générale, nous avons observé
une corrélation positive statistiquement significative entre les taux d’anticorps et le
pourcentage d’inhibition de la croissance du parasite in-vitro (figure 12-15).

Nous avons constaté également qu’une proportion non négligeable des sujets inclus dans
I’é¢tude ne possédait aucun anticorps détectable par ELISA dirigé contre 1’un des
antigenes étudiés. Cette proportion était de 20,4% pour EBA-175, 16,1% pour MSP1-42-
3D7, 5,4% pour AMA1-3D7 et 4,3% pour MSP2-257. L’absence d’anticorps contre des
antigénes plasmodiques utilisés comme candidat vaccin antipalustre chez des adultes
vivant en zone endémique palustre nous améne a nous interroger sur 1’efficacité d’un
vaccin basé sur ces antigeénes. Apres la vaccination, il n'y avait pas de différence
significative dans les taux d'anticorps déterminés par ELISA entre les enfants maliens et
les adultes maliens, mais les adultes des Etats-Unis ont montré des niveaux d'anticorps
plus faibles [168]. Cette étude a démontré que la réponse humorale induite par le vaccin
AMALI varie en fonction de la population, ce qui refléte probablement la plupart des
différents niveaux d'exposition précédente au paludisme. Ainsi, la prédiction des réponses
immunitaires des populations non-cibles n'est pas souhaitable pour I’évaluation des
antigénes candidats vaccins.

6.3. Problémes de non-réponse et d’hétérogénéité des antigénes

En outre, il a été démontré qu’il existe une hétérogénéité des antigénes candidats vaccins
dans les régions ou le paludisme est hyper endémique, expliquant en partie, la non-
réponse de certaines populations a ces antigénes. Par exemple, une étude a démontré
qu’au Mali, aprés trois années de surveillance, les parasites avec les haplotypes de MSP1-
19 correspondant aux souches FVO et FUP prédominaient alors que la souche vaccine
3D7 était a une faible prévalence pendant les 3 années successives de transmission du
paludisme a Bandiagara [90].
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Depuis longtemps, I’hypothése que le polymorphisme présente dans certains antigénes du
paludisme peut étre le résultat de la sélection naturelle positive agissant a maintenir la
diversité génétique et permettant au parasite d'échapper a l'attaque du systeme
immunitaire humain. En effet, la preuve de la sélection a été rapportée pour les trois
antigenes, candidats vaccins de pointe, MSP-1, AMA-1 et CSP.

Dans le cas de MSP-1, la région de la protéine sous forte sélection est le bloc N-terminal
2 de la région répétitive [97], mais il existe également des preuves pour la sélection
positive agissant pour le MSP1-19 [169, 170], la portion C-terminale de la molécule qui a
été inclus dans les vaccins MSP-1 actuellement en essai. Une comparaison récente de la
MSP1-42 de P. vivax et de P. falciparum a fourni des preuves que le polymorphisme de
MSP1-19 est en cours de sélection positive, et contrairement aux régions N-terminale de
la molécule, qui ont été proposées a titre d'équilibrage de sélection, cette analyse suggere
que la MSP1-19 est en cours de sélection directionnelle [169]. Le polymorphisme dans
I’antigéne AMA-1 semble également étre maintenue par la sélection naturelle positive
sous la forme de la sélection d'équilibrage, en particulier pour le domaine I [139, 171] et
le domaine III [171]. La preuve de la sélection naturelle agissant positivement sur les
régions polymorphiques des cellules T de la CSP est mitigée, certaines études fournissant
des ¢léments de preuve pour la sélection [147, 172] et d'autres n’ont démontré aucune
preuve [173]. Ces résultats contradictoires peuvent étre dus a des différences de taille de
I'échantillon, aux populations de 1'échantillon, ou a l'utilisation de différents tests pour
estimer I’éloignement de la neutralité.

La séquence du géne de MSP-1 peut étre organisée en 17 blocs en fonction de la
variabilité de séquence [105, 174]. La plupart des séquences de MSP-1 sont groupées en
deux familles d’all¢le distinctes [105], a I'exception du bloc 2, qui est une région
répétitives qui se compose de quatre familles d’allele [104, 174]. Le bloc 17 contient
MSP1-19, qui a fait I'objet de développement d'un vaccin contre le paludisme en raison
de sa séquence hautement conservée et de I'hypothése de sa fonction critique. Cependant,
méme cette région contient au moins six polymorphismes de nucléotides non-synonymes
(SNP). Des études ont démontré une réaction croisée dans la réponse anticorps entre les
haplotypes de MSP1-19 [175, 176], mais aussi une certaine reconnaissance différentielle
[175], en particulier des acides aminés polymorphes dans le second domaine EGF-like
[176].

La fréquence des haplotypes de MSP1-19 (basée sur les six sites polymorphes) a été
examinée sur trois ans dans une étude de cohorte d'enfants et de jeunes adultes sur un site
d'essais de vaccins au Mali [90]. Les parasites avec des séquences d'acides aminés de
MSP1-19 correspondant aux souches FVO (QKSNGL) et FUP (EKSNGL) de P
falciparum ont été les plus répandues dans les trois années de I'é¢tude et dans tous les
groupes d'age, tandis que les parasites avec des séquences correspondant a la souche 3D7
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(ETSSRL, la plus proche des souches sauvages) ont ét¢ moins fréquents. Les parasites
correspondant a la souche FUP (EKSNGL) avaient également la fréquence la plus élevée
au Vietnam [98], au Kenya [177], et en Thailande [178]. Si l'immunité induite par un
vaccin a base de MSP1-19 est spécifique d'allele, un vaccin issus soit de la souche FVO
ou FUP pourrait avoir une meilleure efficacité initiale d'un vaccin dérivé de la souche
vaccinale 3D7 [179] dans les régions ou ces haplotypes de MSP1-19 prédominent et les
haplotypes correspondant & 3D7 sont moins fréquentes [90, 180]. Ceci pourrait
partiellement ou totalement expliquer I'échec du vaccin basé sur la souche 3D7 de MSP-
1 d’induire une efficacité protectrice chez les enfants Kényans [181].

La justification de I'utilisation des analyses génétiques des populations pour identifier les
parties spécifiques des antigenes du paludisme sous une plus grande sélection naturelle
positive est fondée sur le désir d'identifier les polymorphismes qui sont les plus
immunogenes dans I'espoir d'obtenir des informations qui peuvent guider la conception
de vaccins et de donner un apercu de 1'évolution des protéines antigéniques. Récemment,
des moyens plus directs ont été utilisés pour étudier le polymorphisme des antigeénes
immunologiquement pertinents, a savoir, les approches moléculaire épidémiologiques qui
permettent d'évaluer les changements dans les génotypes parasitaires comme des facteurs
de risque d'infection et de morbidité dans les populations semi-immunes.

6.4. Limites de notre étude

Dans l'avenir, il devrait y avoir autant d'uniformité entre les études que possible pour
assurer une comparabilité maximale. Ce qui pourrait étre amélioré par la quantification et
la standardisation des réponses IgG, qui pourrait étre atteint en établissant un réactif de
référence pour déterminer les concentrations d'anticorps. En outre, les effets protecteurs
des réponses anti-mérozoite observée épidémiologique doit également étre étayée par des
preuves de la fonction de I'anticorps (inhibition de la croissance in-vitro). Le
développement et 'application des tests fonctionnels plutdt que immuno-essais standard
seraient aussi tres précieux. Actuellement, les données sur la fonction des anticorps contre
les antigénes mérozoite est trés limitée [8, 93, 114]. Enfin, il est nécessaire de tenir
compte des réponses spécifiques a la souche (anticorps spécifiques d’allele) et les
parametres d'examiner si la réponse protectrice contre les antigénes est notamment de
souches transcendantes ou spécifique a la souche.
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7. Conclusion et Recommandations

7.1. Conclusion

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure que les antigenes AMA1-3D7, MSP1-
42-3D7, EBA-175 et MSP2-257 entrainent la production d’anticorps chez les adultes
vivants au Mali. La répartition du taux d’anticorps en fonction de 1’dge montre une
corrélation positive statistiquement significative entre les taux des anticorps anti-MSP-1
et I’age. La médiane du taux des anticorps anti-MSP-1-42-3D7 était statistiquement plus
¢levée chez les sujets Malinké comparé aux sujets Dogon (P= 0.0158) et parallelement, la
médiane du taux des anticorps anti-EBA-175 était plus élevée chez les sujets Peulh
comparée aux sujets Dogon (P=0.002).

L'objectif général de cette étude était de faire progresser notre compréhension de
l'immunité naturellement acquise contre le paludisme et de contribuer au développement
de vaccins rationnels. Cet objectif nous semble étre atteint car nos résultats pourraient
avoir des implications dans la compréhension actuelle de l'acquisition de l'immunité
naturelle clinique au paludisme ainsi que dans la conception de vaccins plus efficaces.
Nos données fournissent ¢galement une référence pour le taux de base des anticorps lors
des ¢tudes ultérieures portant sur le développement de vaccins ou lors des essais
précliniques et cliniques.
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7.2. Recommandations
Au terme de cette étude et vu nos résultats, nous pouvons formuler les
recommandations suivantes:

* Aux autorités sanitaires et administratives :

- d’encourager la recherche vaccinale contre le paludisme et autres maladies infectieuses
au Mali ; et

- de financer d’avantage la recherche médicale pour accélérer le développement de
nouveaux médicaments ou vaccins antipaludiques.

* Aux chercheurs:

- de continuer ce type d’étude dans les autres localités du pays et avec les autres antigénes
candidats vaccins afin de sélectionner les meilleurs antigenes de P. falciparum et de
mieux comprendre 1’acquisition de I’immunité naturelle de protection ; et

- Renforcer la collaboration entre les différents chercheurs travaillant sur 1’infection
palustre.
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Résumé:

L'objectif général de cette étude était de mieux comprendre l'immunité naturellement
acquise contre le paludisme et de contribuer au développement de vaccins rationnels.
Nous avons mesuré le taux des anticorps antigeénes candidats vaccins de P. falciparum
chez 93 adultes Malinké, Peulh et Dogon. Nous avons trouvé que le taux moyen
d’anticorps en Unité Elisa était de 3250,73 pour I’anti-EBA175, 482,88 pour 1’anti-
MSP1, 2036,89 pour I’anti-AMA1 et 1333,68 pour I’anti-MSP2. Le taux moyen des
anticorps anti-AMA-1-3D7 et anti-MSP2-257 était similaire chez les 3 groupes
ethniques. Par contre, la médiane du taux des anticorps anti-MSP-1 était statistiquement
plus ¢élevé chez les Malinké comparée aux Dogon (P= 0.0158). En évaluant I’impact des
sérums de ces adultes sur la croissance de P. falciparum in-vitro nous avons observeé
que les sérums induisaient une inhibition de la croissance allant de -12% a 90% avec un
taux moyen d’inhibition de 23,32%. Le taux des anticorps était positivement corrélé a
I’age et I’inhibition de la croissance était significativement corrélée avec le taux des 4
anticorps mesurés dans les sérums (P<0.001).

Mots clés : Anticorps, AMA1, MSP-1, EBA175, MSP2-257, Adulte, Mali
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Summary
Antibody response to vaccine candidate antigens of P. falciparum in Malian adults

Our objective in this study was to evaluate the acquisition of natural humoral immunity in
three Malian adults living in malaria endemic area of Bancoumana and Mopti. The
plasma samples were collected during the transmission season in 93 adults Malinke,
Fulani and Dogon. Antibody response against 4 parasite blood-stage antigens (AMAL,
MSP1, MSP2, and EBA175) in each sample was tested using a standardized ELISA.

We found that the average antibody ELISA units was 3250.73 for anti-EBA175, 482.88
for anti-MSP1, 2036.89 to 1333.68 and anti-AMAT1 for anti-MSP2. The average rate of
anti-AMA-1-3D7 and anti-MSP2-257 was similar among the 3 ethnic groups. For cons,
the median rate of anti-MSP-1 was statistically higher among the Malinke compared to
the Dogon (P = 0.0158). We assessed the impact of the sera of these adults on the growth
of P. falciparum in-vitro. We observed that sera induced inhibition of growth ranging
from -12% to 90% with an average rate of inhibition of 23.32%. The antibody levels
were positively correlated with age and growth inhibition was significantly correlated
with the rate of 4 antibodies measured in sera (P <0.001).

The rationale for the use of different ethnic analysis to identify specific parts of the
malaria antigens in a more positive natural selection is based on the desire to identify
antigens that are more immunogenic in the hope of obtaining information that can guide
the design of vaccines and provide an overview of the evolution of antigenic proteins.
These results are useful for advancing the development of vaccines. Further prospective
studies involving a larger number of key antigens and adults from different
epidemiological settings and different ethnic backgrounds are greatly needed to ensure
the generalization of our results.

Key words: Merozoite antigens, antibodies, growth inhibition Assay, adult, Mali
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9. Annexes

9.1. Détermination du Taux d’hémoglobine

Le taux d’hémoglobine a ét¢ mesuré par I’appareil HemoCue Hb201+
Microcuvette

Figure : Analyseur et Microcuvette HemoCue
Source: Photo prise a Kenieroba

- Principe de la méthode

La réaction dans la microcuvette repose sur une réaction modifiée de formation d’azoture
de méthémoglobine. Les érythrocytes sont hémolysés pour libérer 1’hémoglobine.
L’hémoglobine est convertie en méthémoglobine, laquelle réagit avec de I’azoture pour
donner de I’azoture de méthémoglobine dont I’absorbance est mesurée dans 1’analyseur.
Cette absorbance est directement proportionnelle a la concentration de I’Hb.

- Matériel et réactifs

-Appareil analyseur

-Microcuvette HemoCue

-Lancette

-Alcool 70°

-Coton

- Technique

-Cibler un doigt, bien désinfecté avec le tampon d’alcool a 70°;
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-Piquer en un coup sec avec une lancette ; nettoyer la premiére goutte de sang, presser le

bout du doigt pour avoir une deuxiéme goutte;

- Appliquer la microcuvette sur la goutte de sang. La quantité nécessaire est aspirée

automatiquement dans la microcuvette par capillarité.

-Aprés avoir enlevé minutieusement toute trace de sang présente a la surface de la

microcuvette, la mettre sur son support et l'insérer ensuite dans le photometre

Le résultat s affiche automatiquement en 45-60 secondes.

9.2. Détermination du Taux d’anticorps
Le dosage des anticorps a été effectué par la technique de ’ELISA
. Matériels et réactifs
Matériels
- Machine de lavage des plaques d’ELISA
- Lecteur de microplaque
- Aspirateur électrique
- Agitateur Magnétique muni de deux systemes de chauffage
- Micropipette multicanale 50-30001
- Micropipette multicanale 5-50(11
- Micropipette 2 [
- Micropipette, 20 (11
- Micropipette 200 [1
- Micropipette, 1000 (11
- Microplaque a fond plat
- Plaques de dilution ELISA 2ml
- Basin de solution pour les micropipettes multicanales
- Embout de micropipettes jetables de 1000071, 20001, 2011 ,10071 ,2[71
- Flacon Erlenmeyer stérile jetable 250 ml,
- Tubes coniques jetables avec bouchon a vis stériles de 50 ml et 15 ml
- Tubes coniques jetables avec bouchon a vis stériles de 150 ml
- Filtre de stérilisation a usage unique : unités 0,20Jm et 150ml
- Filtre de stérilisation a usage unique 0,2 1m et 500ml
- Tube Eppendorf de 1,5 ml
- Bars magnétiques
- Feuille d'aluminium
- Mouchoirs de nettoyage jetable
- Eprouvettes graduées a 100ml, 500ml et 1000ml
- gants Stériles
- Chronometre approprié pour mesurer 20 min a 2 heures d'intervalle
Réactifs
- Antigéne de revétement.
- Sérum standard (Ex : 1/1000)
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- Carbonate de Sodium

- Bicarbonate de sodium

- Trinitride de sodium (N3Na)

- Eau distillée

- Lait

- Solution tampon Tris (TBS) 10X

- Comprimées de substrat pour la Phosphatase104.

- Tween-20

- Glycérol ultra pur,

- Anticorps de chévre anti-IgG humain marqué avec la Phosphatase alcaline

Solutions préparées:

- Tampon de revétement (10X): (Carbonate de Sodium 0.15M + Bicarbonate de sodium
0.35M), pH =9,6,

Pour préparer 1000 ml de tampon de revétement (10X), dissoudre 15.74g du carbonate de
sodium (Na),CO; et 29.4g de bicarbonate de sodium (NaHCO3) dans 1000 ml d'eau
distillée

NB: pour préparer une solution 1X a partir d’une solution 10X mélangez 100ml de
solution 10X et 900 ml d'eau distillée.

- Tampon de lavage: 0,1% de Tween-TBS.

Pour 1000 ml de tampon de lavage, mélangez 100 ml TBS (10x), 900 ml eau distillée et
Iml de Tween-20. Mélanger avec un agitateur magnétique pendant au moins 20 min a
température ambiante avant [’utilisation.

- Tampon de Dilution / Blocage: 5% de lait dans du TBS (1X).

Pour préparer 300 ml de Tampon de dilution/blocage, mélangez 15g lait écrémé en
poudre et 300 ml de TBS (1X) dans un Erlenmeyer sur I'agitateur magnétique pendant 20
minutes ou jusqu'a dissolution compléte. Conserver a 4°C pour un maximum de cinq
jours. Facultatif: 1) faire des aliquotes de 50 ml pour préparer du blocage / tampon
dilution et conserver a-20C°. 2) Ajoutez le Trinitride de Sodium (0,01% final) au
tampon de Dilution/ de la maniére suivante et le lait peut étre stocké pendant 2 & 3
semaines.

Pour obtenir le tampon de dilution/ blocage (1x) au Trinitride de Sodium (0,01%):
mélangez 500 ml de tampon Dilution/ blocage (1X) et 2,5 ml de Trinitride de Sodium a
2%. Le tampon de Dilution/ Blocage (1X) au Trinitride de Sodium doit étre gard¢ dans
’obscurité.

- Glycérol (50%) pour la dilution secondaire des anticorps: mélangez 5 ml glycérol
(100%) et 5 ml d'eau distillée. Stérilisez par filtration et le gardez en aliquotes de 1,5 ml a
-20°C

- Solution d'anticorps secondaire:

NB: Les lyophilisés des anticorps secondaires sont reconstitués a 1 mg/ml avec 50% dans
du glycérol (50%) et stockés a -20°C

M¢élangez 10011 de la solution d’anticorps secondaires marqués avec de la phosphatase
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alcaline (1mg/ml) avec 10 ml de tampon de Dilution/ Blocage (1X). Cette solution peut
étre préparée pendant que les plaques sont en incubation avec les anticorps primaires.

- Solution de substrat.

Pour 10 ml de solution de substrat, dissoudre 2 comprimés de substrat Phosphatase dans
du tampon de revétement (1X). Utilisez 10 ml de solution de substrat par plaque. Cette
solution doit étre préparée juste avant la fin de l'incubation avec les anticorps secondaires.
. Procédures

Revétement des plaques avec I'antigéne

NB: Les plaques revétues avec 1’antigéne doivent €tre conservées a 4°C et doivent étre
utilisées dans un délai d’une semaine.

- Identifiez chaque plaque avec le nom de I'antigéne et la date de revétement avec un
marqueur indélébile sur le coté de la plaque.

- Le revétement de chaque plaque nécessite 10 ml de solution de revétement. Déterminez
le volume total de solution de revétement nécessaire pour revétir le nombre de plaques
utilisées.

- Diluez I'antigeéne de revétement dans le tampon de revétement (1X) a une concentration
de 1pg/ml dans un tube de 50 ml ou un Erlenmeyer de 250 ml. La dilution souhaitée de
'antigéne est déterminée par la concentration de la solution mere d'antigéne.

- Mélangez la solution en retournant le tube ou le flacon, puis versez la solution dans le
basin de solution pour micropipette multicanale.

- En utilisant une micropipette multicanale, mettre chaque puits 100 [11 de la solution de
revétement.

- Empilez soigneusement les plaques en utilisant une plaque vide comme fermeture de
’autre et les enveloppez dans une pellicule en plastique ou en aluminium. Laissez les
plaques pendant au moins une nuit au réfrigérateur a 4(1C.

Plaques de blocage

- Prenez un nombre désiré de plaques du réfrigérateur. Marquez chaque plaque avec un
marqueur indélébile.

- Lavez les plaques a l'aide de la machine de lavage des plaques ELISA. Prenez soin de
s'assurer que les plaques ne sont pas complétement séchées avant d’ajouter le tampon de
blocage.

- A I’aide d’une pipette multicanale, mettez dans chaque puits 200071 de tampon de
blocage et de placer les plaques dans la chambre humidifiée ou les couvrir d'une
pellicule en plastique et laissez pendant 2 heures 15min a la température ambiante.

- Lavez les plaques. Remplissez les plaques avec le tampon de lavage si les anticorps
primaires ne sont pas préts a étre appliqués immédiatement.

- Mettez les plaques dans une chambre humidifiée jusqu'a ce que les anticorps primaires
soient préts a etre appliqués

Préparation des sérums a tester et préparation des plaques.
NB: 24 sérums en triple exemplaire a une seule dilution peuvent étre testés sur une
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plaque.

Sérum standard de dilution.

NB: une série de dilution en double exemplaire, des sérums de référence sont inclus dans
chaque plaque d’ELISA.

Application des anticorps primaire (sérums).

- Veillez a ce que toutes les plaques revétues, les plaques de dilution des sérums test et
plaques de sérums standard sont disponibles et a la température ambiante. Réglez le
volume de deux pipettes (STANDARD et TEST) multicanales 50-300071 a 100071

- Réglez le chronomeétre a 2 heures. Utilisez autant de chronomeétre que de plaques ELISA
utilisées pour le dosage.

- A ’aide de la pipette multicanale TEST, mélangez le contenu des puits de la ligne A de
la plaque de dilution et ensuite transférez 100011 dans les puits de la ligne A de la plaque
ELISA correspondante. Ne changez pas d’embout, utilisez le méme embout pour
I’ensemble des trois rangées A, B et C. Mélangez le contenu des puits de la ligne B de la
plaque de dilution et transférez 1001 dans les puits de la ligne B de la plaque ELISA
correspondante. Mélangez le contenu des puits de la ligne C de la plaque de dilution et
transférez 10001 dans les puits de la ligne C de la plaque ELISA correspondante.

- Changez les embouts. A I’aide de la pipette multicanale "TEST", mélangez le contenu
des puits de la ligne D de la plaque de dilution et ensuite transférez 1001 dans les puits
de la ligne D de la plaque ELISA correspondante. Ne changez pas d’embouts, utilisez les
mémes embouts pour I’ensemble des trois rangées D, E et F. Changez les embouts,
mélangez le contenu de la ligne G de la plaque de dilution et ensuite transférez 10011 de
la ligne E de la plaque ELISA correspondante. Mélangez le contenu de la ligne H de la
plaque de dilution et ensuite transférez 10001 dans les puits de la ligne F de la plaque
ELISA correspondante.

- Lorsque 6 lignes de la premiére plaque ELISA ont été pourvues en utilisant la
micropipette "STANDARD" et en prenant soin que la pipette est toujours utilisée dans la
méme orientation, transférez 100011 d'une rangée de la plaque de dilution standard a la
ligne G de la plaque ELISA. Sans changez d’embouts, transférez 100111 des puits de la
ligne suivante de la plaque de dilution standard aux puits de la ligne H de la plaque
ELISA.

- Premier démarrage du chronomeétre et mettre la plaque ELISA dans une chambre
humide.

- Le temps d'incubation des sérums (anticorps primaires) est de 2 heures a la température
ambiante.

Lavage et application des anticorps secondaires.

- Pendant l'incubation avec les anticorps primaires, réorganisez les plaques dans la
chambre humide de sorte que la premiere plaque soit plus accessible, la seconde suivante
etc.. Préparez les anticorps secondaires. Veiller a ce que la machine de lavage des plaques
soit allumée et qu’un volume suffisant de tampon de lavage soit préparé.

- A 2 heures commencez a laver la plaque,
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- Dés que la plaque est lavée, réglez le chronometre a 2 heures et ajouter 100011 de
dilution des anticorps secondaires dans chaque puits en utilisant les micropipettes
multicanale de 50-3000 1. Démarrer le chronomeétre

- Le temps d'incubation des anticorps secondaires est de 2 heures a la température
ambiante.

Lavage et I'addition du substrat

- Pendant I'incubation avec un anticorps secondaire, au moins 30 minutes avant la fin de
l'incubation, allumez le lecteur de la plaque ELISA. A 10 minutes avant la fin de
I’incubation préparez la solution de substrat.

- A la fin de I’incubation (2 heures) commencez a laver la plaque ,

- Réglez le chronomeétre a 20 minutes. Dés que la plaque est lavée, s'assurez vous que le
fond de la plaque est propre (essuyer soigneusement avec un tissu si nécessaire). En
utilisant une micropipette multicanale, ajouter 100771 de substrat par puits. Démarrez le
chronometre. Recouvrez la plaque avec du papier aluminium.

Lecture des plaques ELISA

- Ala fin des 20 minutes, lisez la plaque a 405 nm sur SpectraMAX ELISA Reader. Le
lecteur doit étre programmé pour agiter la plaque pendant 5 secondes avant de lire.

- Enregistrer les données sous forme de fichier PDF

. Etablissement de la courbe standard d’Elisa :

Le titre du sérum en Unités Elisa était déterminé comme le facteur de dilution de la
dilution du sérum donnant une densité optique a 405nm =1. Par exemple : si la dilution
1/1000 du sérum donne un DO4s=1, le titre du sérum est donc = 1000 Unité Elisa.
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9.3. Test d’inhibition de croissance

Matériels

Eau pure pour culture cellulaire
RPMI poudre
HEPES poudre
Hypoxanthine,
Bicarbonate de sodium 7,5% solution
Globules rouges de groupe sanguin O+
Albumax poudre
Gentamicine solution, 10 mg/mL,
Percoll, Amersham Pharmacia Biotech,
PBS 10X,
HCI Tris, pH 8.0,
Triton-X,
Diaphorase de Clostridium klyiveri,
Comprimé de Nitro Blue Tetrazolium, (10mg), Sigma
D-Sorbitol, Sigma
3-Acetylpyridine Adenine Dinucleotide (APAD), Sigma
L (+)-Lactic Acid, Sodium Salt,
Ethanol 70%
Solutions Préparées
- PBS1X

Pour préparer 500 ml de PBS 1X, Mélangez 50 ml de PBS 10X avec 450 ml d’eau pure
pour culture.
- Milieu incomplet de culture (MIC)

Pour préparer un litre de MIC, Prenez 1 litre d’eau pure pour culture et ajoutez un sachet
de RPMI poudre (10.4g), 5,95 mg de HEPS poudre, et 0.05mg de
Hypoxanthine. Filtrez le mélange apres dissolution totale de ’HEPES et de
I’Hypoxanthine. Le MIC peut étre gardé a 4°C pendant un mois.

- Milieu complet de culture a 10% Albumax (MC 1X)

Pour préparer 1 litre de MC, prenez 85 Ml de MIC et ajoutez 10g d’Albumax, 14 ml de
Bicarbonate de Sodium et 1ml de gentamicine. Apres dissolution totale de
I’ Albumax, filtrez la solution de MC. Elle peut étre gardée a 4°C pendant 14
jours.
- Milieu complet de culture a 20% Albumax, 2X bicarbonate de sodium, 2X
gentamicine) (MC 2X)

94



These de Pharmacie Ismaila Coulibaly

Pour préparer 100 ml de CM 2X, prenez 75 ml de MIC, ajoutez 6.4 ml de
bicarbonate de sodium 7,5%, 2 g d’albumax et 0,2 ml de Gentamicine
(10mg/ml) et il faut bien mélanger jusqu'a dissolution totale de I’albumax.
Filtrez le MC 2X et il peut étre gardé a 4°C pendant 14 jours.

- Tampon du substrat pour LDH

Pour préparer 500 ml de tampon pour substrat de LDH, Mélangez 50 ml de Tris HCI (pH
8,0) et 450 ml d’eau pure pour culture. Ajoutez 2,8g de Sodium L-Lactate,
Ajoutez 1,25 ml de Triton X-100. M¢langez bien avec |’agitateur
magnétique a la température ambiante pendant au moins 30 minutes. Faites
des aliquotes de 50 ml et les gardez a -20°C
- Solution de Nitro Blue Tetrazolium (NBT)

Prenez 50 ml de tampon du substrat pour LDH du congélateur et le réchauffez a la
température ambiante. Ajoutez un comprimé de NBT (10mg). Recouvrez
avec du papier aluminium et attendre 15 minutes. Ne doivent étre pas
agités. Mélangez doucement, la solution préparée peut étre gardée a 4°C
pendant 3 semaines a I’abri de la lumicre.

- Solution mére du 3-Acetylpyridine Adenine Dinucleotide (APAD 10 mg/mL)

Pour préparer 10 ml de solution meére d’APAD, il faut dissoudre 100mg d’APAD dans
10ml de d’eau pure pour culture. Faites des aliquotes de 50ul dans des tube
PCR et les gardez a -30°C.

- Solution de meére de Diaphorase (50 unités/ml)

Pour préparer la solution mere de Diaphorase, il faut dissoudre dans un tube de 1500
unités de Diaphorase dans 30 ml d’eau pure pour culture. Gardez la solution
mere a -3°C.

- Solution a 65% de Percoll dans du PBS (doit étre fraichement préparée)

Préparez d’abord une solution de Percoll a 90% dans du PBS en
mélangeant 1 ml de PBS 10X et 9 ml de Percoll 100%. Pour préparer une
solution de 65% de Percoll, mélangez 6,5ml de Percoll 90% et 2,5ml de
PBS 1X.

- Solution de Sorbitol 5%
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Pour préparer 100ml de solution de Sorbitol 5%, il faut dissoudre 5g de D-Sorbitol dans

100 ml d’eau pure pour culture. Filtrez la solution et faites des aliquotes de
50ml. La solution est gardée a la température ambiante.

Procédure

Synchronisation de la culture

Faites croitre les parasites dans des flasques 37°C, 5% CO2. Les parasites doivent
étre au stade de trophozoites matures ou schizontes juste avant la synchronisation.
Préparez 65% Percoll solution.

Mettez 5 ml de Percoll 65% dans un tube 15 ml stérile et le placez a 37°c dans un
bain marie pendant au moins 15 minutes avant utilisation.

Centrifugez la suspension de culture contenant des trophozoites matures et des
schizontes (150 — 200 pL de culot de GR dans 10 ml culture) pendant 4 minutes a
830g dans des tubes de 15ml.

Aspirez le surnageant en laissant environ 1 ml de CM.
Il faut resuspendre le culot avec une pipette de 2ml

En utilisant une pipette de 2 ml, déposez doucement la suspension de culture sur
le Percoll 65% dans un tube de 15 ml sans mélanger.

Centrifugez a 1870 g pendant 5 minutes a la température ambiante

Constatez la couche brune de schizontes et de trophozoites matures entre le CM et
le Percoll.

Aspirez doucement le CM au dessus de la couche brune en laissant
approximativement 1 ml de CM

Collectez dans un tube de 15 ml la couche brune en utilisant une pipette de 2 ml

Ajouter environ 13 ml de CM dans le tube et mélangez doucement en inversant le
tube.

Centrifugez a 830 g pendant 4 minutes et aspirez le surnageant en laissant 1 a
2 ml de surnageant dans le tube (le culot est tres fragile)

Reprenez les deux derniéres étapes.

En fonction du volume du culot, ajoutez 200 a 600ul de globule rouge (50% ht) et
complétez avec du CM de facon a obtenir une suspension de culture a 2 a 3 ht.
Mettez la suspension dans un nouveau flasque.
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Approximativement 24 heures apres la synchronisation, faites un traitement au
sorbitol 5%

Déterminez la parasitemie en faisant un frottis suivi d’une coloration Giemsa. Les
parasites de la culture doivent étre majoritairement des anneaux.

Préparation des globules rouges non infectés.
Les globules rouges non infectés sont lavés et resuspendus a 2% Ht pour les futures tests.
Préparation des échantillons pour le test.

Avant le test, tous les sérums doivent étre inactivés par chauffage a 56°C dans un
Bain marie pendant 20 minutes.

Les sérums sont ensuite pré adsorbés sur les GR (Par exemple: Ajoutez 50ul de
GR 50% Ht dans 1 ml de sérum a tester dans un tube. Mélangez et gardez a la
température ambiante pendant 1 heure. Apres 1 heure d’incubation, centrifugez
pendant 10 minutes a 14000 t/min dans une centrifugeuse 5417C. Transférez
doucement le surnageant dans un nouveau tube. Placez le tube dans le
réfrigérateur a 4°C et jetez les culots.

16 échantillons peuvent étre testés en triplicata sur une plaque.

Préparation de la suspension de parasite pour le test d’inhibition de la croissance in

vitro.

Déterminez la parasitemie de la culture synchronisée. Les parasites doivent étre
au stage de trophozoites matures ou schizontes au moment de commencer le test.

Le volume de culture nécessaire pour le test est de 3 ml pour une plaque (la
culture doit étre de 0,2 a 0.4% parasitemie et 2% Ht)

Transférez la culture dans un tube stérile et centrifugez a 830 g pendant 4 minutes.
Aspirez le surnageant et resuspenez le culot a 2% Ht avec du CM 2X

Diluez la parasitemie de la culture a 0,2-0.3% avec le stock de GR (2% Ht dans
du CM 2X)

Par exemple:

Ajoutez 6ml de GR non infectés (2% Ht) a 3ml de culture (1% Parasitemie et 2% Ht).

Placez le tube contenant la culture pour le test a 37°C.

Le test d’inhibition de la croissance

L’hématocrite final dans chacun des tests doit étre de 1%

La parasitemie dans chacun des puits de la plaque au moment du test doit étre le
méme (0,2 & 0.3%) sauf dans le contrdle contenant les GR seulement.
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Tous les échantillons sont contrdlés et ajoutés dans la plaque suivant le plan ci

dessous.
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Remplissez les lignes B et G avec 20ul de chaque échantillon.

Ajoutez 30n1 de MI a tous les échantillons et 50nd de MI aux puits contenant les

GR infectés et non infectés
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- Mettez 50n1 de la suspension de parasite (0,2 a 0,4% parasitemie a 2% Ht dans le

CM 2X) dans chaque puit d’essai sauf les puits de controles négatifs seulement
(B2-D2 et B11-D11)

- Ajoutez 50n1 de suspension de GR non infecté (2%Ht dans les puits de controle
négatifs seulement (B2-D2 et B11- D11)

- Remplissez les puits de bordure et tout autres puits non utilisés avec de ’eau
(250ul/puits)

- Placez la plaque d’essai dans I’incubateur (37°C, 5% CO,, 5% O,, 90%N>)

- Apres avoir fini la mise en place de I’essai, faites un frottis pour chaque
échantillon (pour déterminer la parasitemie initiale).

- 40 a 42 heures apres la mise en place de I’essai, arrétez 1’essai en retirant la
plaque d’essai de la chambre de culture et en le plagant a 4°C. Remplissez les
puits d’une autre plaque d’essai avec 250ml de PBS et le placez a 4°C jusqu’au
moment de 1’utilisation.

- A l’aide d’une pipette multicanale, mélangez bien le contenu des puits de la
plaque d’essai et transférez 50ml dans les puits correspondants de la plaque
contenant le PBS 1X, refroidis a 4°C.

- Centrifugez la plaque pendant 10 min a 1300g (4°C)

- A l’aide d’une pipette multicanale, enlevez 240nl de surnageant de chaque puit
sans perturber le culot.

- Transférez le contenu des puits de contrdle de GR infectés Pré-immunes positifs
(B3-D3 et B10-D10) dans un tube eppendorf. Faites un frottis mince pour avoir la
parasitemie de récolte.

Le test au LDH

NB: le NBT est photo sensible. Il faut donc éviter de 1’exposer directement a la lumiére.

- Préparez la solution de NBT dans le tampon LDH dans un tube et
I’enveloppez avec du papier aluminium. Ramenez la solution a la
température ambiante (10 ml par plaque).

- La plaque a traiter doit étre a la température ambiante au moins 30
minutes avant le test.

- Préparez le substrat complet de LDH en mélangeant 5001 de la solution
mére de 3-Acetylpyridine Adenine Dinucleotide (APAD et 2000l du stock
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de Diaphorase pour chaque plaque). Le substrat complet doit étre
immédiatement utilisé.

- Ajoutez 1000l de la solution complet de substrat dans chaque puit et
attendre 10 a 15 minutes.

- Centrifugez la plaque brievement a 1800g a la température ambiante pour
¢éliminer les bulles d’air.

- Couvrez la plaque avec du papier aluminium et I’agitez doucement sur un
agitateur plat a la température ambiante.

- Faites la lecture de la plaque a 650 nm au « SpectraMAX ELISA Reader »
a 15 minutes et a 30 minutes.

Calcul

NB: Calculez la parasitemie dans les puits controles avant de calculer les pourcentages
d’inhibition.
- Calculez le pourcentage d’inhibition en utilisant 1’absorbance a 650nm
donnée par le SpectraMAX ELISA Reader.

- Utilisez la formule suivante:

g o, _ 5 _
% Inhlbltlon — 100% . A650 Echantillon Immune - A650 GR seulement) X 100

(A650 Echantillon Pré-immune control - A650 GR seulement)
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SERMENT DE GALIEN
Je jure en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I’ordre des

pharmaciens et mes condisciples :

D’honorer ceux qui mon instruit dans les préceptes de mon art et de leur

témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;
D’exercer, dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience
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	Pour préparer 100 ml de CM 2X, prenez 75 ml de MIC, ajoutez 6.4 ml de bicarbonate de sodium 7,5%, 2 g d’albumax et 0,2 ml de Gentamicine (10mg/ml) et il faut bien mélanger jusqu'à dissolution totale de l’albumax. Filtrez le MC 2X et il peut être gardé à 4ºC pendant 14 jours. 
	Tampon du substrat pour LDH
	Pour préparer 500 ml de tampon pour substrat de LDH, Mélangez 50 ml de Tris HCl (pH 8,0) et 450 ml d’eau pure pour culture. Ajoutez 2,8g de Sodium L-Lactate, Ajoutez 1,25 ml de Triton X-100. Mélangez bien avec l’agitateur magnétique à la température ambiante pendant au moins 30 minutes. Faites des aliquotes de 50 ml et les gardez à -20ºC

	Solution de Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
	Prenez 50 ml de tampon du substrat pour LDH du congélateur et le réchauffez à la température ambiante. Ajoutez un comprimé de NBT (10mg). Recouvrez avec du papier aluminium et attendre 15 minutes. Ne doivent être pas agités. Mélangez doucement, la solution préparée peut être gardée à 4ºC pendant 3 semaines à l’abri de la lumière.

	Solution mère du 3-Acetylpyridine Adenine Dinucleotide (APAD 10 mg/mL)
	Pour préparer 10 ml de solution mère d’APAD, il faut dissoudre 100mg d’APAD dans 10ml de d’eau pure pour culture. Faites des aliquotes de 50ul dans des tube PCR et les gardez à -30ºC.

	Solution de mère de Diaphorase (50 unités/ml)
	Pour préparer la solution mère de Diaphorase, il faut dissoudre dans un tube de 1500 unités de Diaphorase dans 30 ml d’eau pure pour culture. Gardez la solution mère à -3ºC.

	Solution à 65% de Percoll dans du PBS (doit être fraichement préparée)
	Préparez d’abord une solution de Percoll à 90% dans du PBS en mélangeant 1 ml de PBS 10X et 9 ml de Percoll 100%. Pour préparer une solution de 65% de Percoll, mélangez 6,5ml de Percoll 90% et 2,5ml de PBS 1X.
	Solution de Sorbitol 5%
	Pour préparer 100ml de solution de Sorbitol 5%, il faut dissoudre 5g de D-Sorbitol dans 100 ml d’eau pure pour culture. Filtrez la solution et faites des aliquotes de 50ml. La solution est gardée à la température ambiante.
	Procédure

	Synchronisation de la culture
	Faites croitre les parasites dans des flasques 37ºC, 5% CO2. Les parasites doivent être au stade de trophozoites matures ou schizontes juste avant la synchronisation. Préparez 65% Percoll solution.
	Mettez 5 ml de Percoll 65% dans un tube 15 ml stérile et le placez à 37ºc dans un bain marie pendant au moins 15 minutes avant utilisation.
	Centrifugez la suspension de culture contenant des trophozoites matures et des schizontes (150 – 200 μL de culot de GR dans 10 ml culture) pendant 4 minutes à 830g dans des tubes de 15ml.
	Aspirez le surnageant en laissant environ 1 ml de CM.
	Il faut resuspendre le culot avec une pipette de 2ml
	En utilisant une pipette de 2 ml, déposez doucement la suspension de culture sur le Percoll 65% dans un tube de 15 ml sans mélanger.
	Centrifugez à 1870 g pendant 5 minutes à la température ambiante
	Constatez la couche brune de schizontes et de trophozoites matures entre le CM et le Percoll.
	Aspirez doucement le CM au dessus de la couche brune en laissant approximativement 1 ml de CM
	Collectez dans un tube de 15 ml la couche brune en utilisant une pipette de 2 ml
	Ajouter environ 13 ml de CM dans le tube et mélangez doucement en inversant le tube.
	Centrifugez à 830 g pendant 4 minutes et aspirez le surnageant en laissant 1 à 2 ml de surnageant dans le tube (le culot est très fragile)
	Reprenez les deux dernières étapes.
	En fonction du volume du culot, ajoutez 200 à 600ul de globule rouge (50% ht) et complétez avec du CM de façon à obtenir une suspension de culture à 2 à 3 ht. Mettez la suspension dans un nouveau flasque.
	Approximativement 24 heures après la synchronisation, faites un traitement au sorbitol 5%
	Déterminez la parasitemie en faisant un frottis suivi d’une coloration Giemsa. Les parasites de la culture doivent être majoritairement des anneaux.

	Préparation des globules rouges non infectés.
	Les globules rouges non infectés sont lavés et resuspendus à 2% Ht pour les futures tests.
	Préparation des échantillons pour le test.
	Avant le test, tous les sérums doivent être inactivés par chauffage à 56ºC dans un Bain marie pendant 20 minutes.
	Les sérums sont ensuite pré adsorbés sur les GR (Par exemple: Ajoutez 50ul de GR 50% Ht dans 1 ml de sérum à tester dans un tube. Mélangez et gardez à la température ambiante pendant 1 heure. Apres 1 heure d’incubation, centrifugez pendant 10 minutes à 14000 t/min dans une centrifugeuse 5417C. Transférez doucement le surnageant dans un nouveau tube. Placez le tube dans le réfrigérateur à 4ºC et jetez les culots.
	16 échantillons peuvent être testés en triplicata sur une plaque.
	Préparation de la suspension de parasite pour le test d’inhibition de la croissance in vitro.
	Déterminez la parasitemie de la culture synchronisée. Les parasites doivent être au stage de trophozoites matures ou schizontes au moment de commencer le test.
	Le volume de culture nécessaire pour le test est de 3 ml pour une plaque (la culture doit être de 0,2 à 0.4% parasitemie et 2% Ht)
	Transférez la culture dans un tube stérile et centrifugez à 830 g pendant 4 minutes. Aspirez le surnageant et resuspenez le culot à 2% Ht avec du CM 2X
	Diluez la parasitemie de la culture à 0,2-0.3% avec le stock de GR (2% Ht dans du CM 2X)
	Par exemple:
	Ajoutez 6ml de GR non infectés (2% Ht) à 3ml de culture (1% Parasitemie et 2% Ht).


	Placez le tube contenant la culture pour le test à 37ºC.
	Le test d’inhibition de la croissance
	L’hématocrite final dans chacun des tests doit être de 1%
	La parasitemie dans chacun des puits de la plaque au moment du test doit être le même (0,2 à 0.3%) sauf dans le contrôle contenant les GR seulement.
	Tous les échantillons sont contrôlés et ajoutés dans la plaque suivant le plan ci dessous.
	
	Remplissez les lignes B et G avec 20ul de chaque échantillon.
	Ajoutez 30l de MI à tous les échantillons et 50l de MI aux puits contenant les GR infectés et non infectés
	Mettez 50l de la suspension de parasite (0,2 à 0,4% parasitemie à 2% Ht dans le CM 2X) dans chaque puit d’essai sauf les puits de contrôles négatifs seulement ( B2-D2 et B11-D11)
	Ajoutez 50l de suspension de GR non infecté (2%Ht dans les puits de contrôle négatifs seulement (B2-D2 et B11- D11)
	Remplissez les puits de bordure et tout autres puits non utilisés avec de l’eau (250ul/puits)
	Placez la plaque d’essai dans l’incubateur (37ºC, 5% CO2, 5% O2, 90%N2)
	Après avoir fini la mise en place de l’essai, faites un frottis pour chaque échantillon (pour déterminer la parasitemie initiale).
	40 à 42 heures après la mise en place de l’essai, arrêtez l’essai en retirant la plaque d’essai de la chambre de culture et en le plaçant à 4ºC. Remplissez les puits d’une autre plaque d’essai avec 250l de PBS et le placez à 4ºC jusqu’au moment de l’utilisation.
	A l’aide d’une pipette multicanale, mélangez bien le contenu des puits de la plaque d’essai et transférez 50l dans les puits correspondants de la plaque contenant le PBS 1X, refroidis à 4ºC.
	Centrifugez la plaque pendant 10 min à 1300g (4ºC)
	A l’aide d’une pipette multicanale, enlevez 240l de surnageant de chaque puit sans perturber le culot.
	Transférez le contenu des puits de contrôle de GR infectés Pré-immunes positifs (B3-D3 et B10-D10) dans un tube eppendorf. Faites un frottis mince pour avoir la parasitemie de récolte.

	Le test au LDH
	NB: le NBT est photo sensible. Il faut donc éviter de l’exposer directement à la lumière.
	Préparez la solution de NBT dans le tampon LDH dans un tube et l’enveloppez avec du papier aluminium. Ramenez la solution à la température ambiante (10 ml par plaque).
	La plaque à traiter doit être à la température ambiante au moins 30 minutes avant le test.
	Préparez le substrat complet de LDH en mélangeant 50l de la solution mère de 3-Acetylpyridine Adenine Dinucleotide (APAD et 200l du stock de Diaphorase pour chaque plaque). Le substrat complet doit être immédiatement utilisé.
	Ajoutez 100l de la solution complet de substrat dans chaque puit et attendre 10 à 15 minutes.
	Centrifugez la plaque brièvement à 1800g à la température ambiante pour éliminer les bulles d’air.
	Couvrez la plaque avec du papier aluminium et l’agitez doucement sur un agitateur plat à la température ambiante.
	Faites la lecture de la plaque à 650 nm au « SpectraMAX ELISA Reader » à 15 minutes et à 30 minutes.


	Calcul
	NB: Calculez la parasitemie dans les puits controles avant de calculer les pourcentages d’inhibition.
	Calculez le pourcentage d’inhibition en utilisant l’absorbance à 650nm donnée par le SpectraMAX ELISA Reader.
	Utilisez la formule suivante:


