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1. INTRODUCTION

Le paludisme est une parasitose due a un protozoaire du genre Plasmodium, transmis a
'homme par la piqure infectante de l'anophele femelle. Il demeure toujours une
préoccupation majeure dans les pays tropicaux, particulierement en Afrique
Subsaharienne [1], ou plus de 90% des cas et déceés sont enregistrés [2]. Au Mali, le
paludisme représente 39% des motifs de consultation dans les structures sanitaires avec
une prévalence parasitaire a 19% chez les enfants de moins de 5 ans [3]. Parmi les
especes plasmodiales rencontrées dans la pathologie humaine, Plasmodium falciparum
est I'espéce prédominante en Afrique subsaharienne, contrairement au Plasmodium

vivax qui est dominante en Asie et en Amériques de 'OMS [4].

Beaucoup d’efforts ont été consentis pour le controle et I'élimination du paludisme a
travers le monde par le biais de la prise en charge correcte des cas, la chimioprophylaxie
et la lutte antivectorielle. L'impact réel de ces interventions est continuellement remis en
question et menacé notamment par I'apparition et 'augmentation des parasites résistants
aux meédicaments et des vecteurs résistants aux insecticides [5, 6]. Pour appuyer les
efforts d’élimination du paludisme dans le monde, la recherche s’est orientée vers le
développement des potentiels candidats vaccins [7]. A cet effet, TOMS recommande
l'utilisation du vaccin RTS,S/ASO01 chez les enfants en Afrigue subsaharienne et dans
d’autres régions ou la transmission du paludisme a P. falciparum est modérée ou forte
[8]. Globalement, la recherche d’'un vaccin plus efficace contre Plasmodium se heurte
non seulement a la complexité du parasite notamment sa variation antigénique, mais
aussi a la complexité des interactions entre le parasite et le systéme immunitaire de I'hote
[9].

La variation antigénique du Plasmodium représente un réel défi pour la mise en place
d’'un vaccin sar et efficace sur une longue période [10]. Cette variation antigénique offre
aussi la possibilité de tester différents antigénes parasitaires d'importance variable en
fonction du stade de développement du parasite (le stade pré-érythrocytaire, le stade
érythrocytaire et le stade sexué). Plusieurs protéines érythrocytaires ont été testées dans

le cadre du développement des potentiels candidats vaccin contre le paludisme. Le
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niveau de protection conférée par ces protéines varie en fonction de I'age, de I'antigene
testé et de 'endémicité de la zone [11].

Des efforts sont en cours pour explorer d’autres approches afin de mettre au point des
nouveaux candidats vaccins potentiels. L'utilisation d’outils bio-informatiques rentre dans
ce cadre, et elle a permis d’explorer des bases de données du génome/protéome du
parasite et d’identifier des protéines parasitaires contenant des domaines spécifiques
ayant une importance fonctionnelle tels que des motifs des protéines a-hélicoidales ou
les superhélices [12]. Les protéines a-hélicoidales ont des structures stables capables
d’'induire des anticorps associés avec la protection dans plusieurs maladies comme le
VIH [13], la méningite [14], la grippe [15] et le paludisme [16].

Plusieurs domaines a-hélicoidaux spiralés, orthologues entre P. vivax et P. falciparum,
ont été identifiés et suggerés comme de nouveaux antigenes putatifs pour le vaccin [17-
19]. En effet, ces domaines qui présentent une grande homologie dans leur séquence
[12, 18, 19], étaient hautement immunogenes, dont les anticorps spécifiques étaient

fonctionnels dans de nombreux tests in vitro [17-21].

Précédemment, parmi un panel de 38 couples orthologues de Plasmodium falciparum et
de Plasmodium vivax présentant divers degrés de similarité de séquence et de forte
séroréactivité, 5 couples orthologues ont été sélectionnés et testés pour leur réactivité
croisée avec le plasma de donneurs africains [12]. Dans la présente étude, une sélection
supplémentaire a conduit & 3 couples orthologues pour leur grande homologie et forte
séroréactivité. Ces couples ont été testés au moyen de sera prélevés chez les
populations enfants et adultes de Kéniéroba au Mali, une zone d’endémie a Plasmodium
falciparum. Cette étude entre dans le cadre d'un projet plus large qui vise a concevoir
une stratégie de vaccin a base d'antigenes polyépitopiques capables d'induire une
protection croisée entre les deux especes plasmodiales les plus courantes (Plasmodium

falciparum et Plasmodium vivax).
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2. QUESTION ET HYPOTHESE DE RECHERCHE

2.1. Question de recherche

Quel est le degré de réactivité croisée entre les antigenes Pf27, Pf43, Pf45 de P.
falciparum et leurs orthologues Pv27, Pv43, Pv45 de P. vivax dans une zone d’endémie

a P. falciparum ?

2.2. Hypothese de recherche

Les antigénes orthologues des deux espéces de Plasmodium suscitent des anticorps de
réactivité croisée, pouvant conduire a la sélection d'un ensemble de peptides

antigéniques a combiner dans un antigene polyépitope et multi-especes.
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3. OBJECTIFS

3.1. Objectif général

Etudier la séroréactivité des antigénes de Plasmodium falciparum P27, Pf43 et Pf45 et
de leurs orthologues de Plasmodium vivax Pv27, Pv43 et Pv45 aux sera des volontaires

vivant a Kéniéroba.

3.2. Objectifs spécifiques

> Déterminer la séroprévalence des anticorps anti-Pf27, Pf43 et Pf45 de P.
falciparum et leurs orthologues Pv27, Pv43 et Pv45 de P. vivax chez les adultes
et chez les enfants a Kéniéroba ;

> Déterminer la corrélation entre les titres d’anticorps anti-Pf27, Pf43 et Pf45 de P.
falciparum avec ceux de leurs orthologues Pv27, Pv43 et Pv45 de P. vivax a
Kéniéroba ;

» Comparer le titre moyen d’anticorps contre ces antigénes orthologues en fonction

des groupes d’age et du sexe a Kéniéroba.
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4. GENERALITES
4.1. Epidémiologie

Le paludisme est une maladie parasitaire causée par un protozoaire du genre
Plasmodium, transmis a 'homme par la piglre infectante de moustiques femelles du

genre Anopheles lors de son repas sanguin.

Le paludisme est répandu dans les régions tropicales et subtropicales et notamment en
Afrique subsaharienne, en Pacifique, et en Asie. Plusieurs especes sont responsables
de la maladie chez ’lhomme, parmi lesquels : P. falciparum, P. vivax, P. ovale curtisi, P.
ovale wallikeri, P. malariae, P. knowlesi, P. cynomolgi [22]. Le P. falciparum est I'espéece
du paludisme la plus dominante dans la région africaine de 'TOMS (99,7% des cas de
paludisme estimés en 2018), tout comme dans les régions Asie du sud-est (50%),
Méditerranée orientale (71%) et du Pacifique occidental (65%) tandis que le P. vivax est
beaucoup plus représenté au niveau mondial avec 53% des cas dans la région Asie du
sud-est de 'OMS, 47% en Inde. Dans la région d’Amérique de 'OMS, le P. vivax

représente 75% des cas de paludisme [23].

La distribution du paludisme est extrémement variable d’'une zone géographique a une
autre. Cette variabilité est sous la dépendance de facteurs liés au vecteur, a I'héte, au
parasite et a I'environnement [24]. L’indice de stabilité déterminé par Macdonald permet
de classer I'enracinement du paludisme en deux zones :
% les zones de paludisme stable ou endémique : la transmission du paludisme est
longue et intense entrainant une prémunition permettant de limiter les
manifestations cliniques graves chez les jeunes enfants ;
% les zones de paludisme instable ou épidémique : la transmission du paludisme est
trés courte et il sévit sous forme épidémique. Ce caractere épisodique de la
transmission ne permet pas le développement de la prémunition. Tous les

individus sont a risque de développer la maladie [25].

Au Mali, il y a une extréme variabilité de la situation épidémiologique du paludisme en
fonction des facies géo-climatiques. Il existe cing modalités épidémiologiques de

transmission du paludisme [26].
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% Une zone soudano-guinéenne a transmission saisonniére longue = 6mois.
Dans cette zone, l'indice plasmodique (IP) chez les enfants est 2 80%. L’état de la

prémunition est acquis vers I'age de 5-6 ans au prix d’'une forte mortalité infantile ;

X/
°e

Une zone sahélienne a transmission saisonniére courte < 3 mois. Dans cette zone,
I'IP se situe entre 50-70%. L’état de prémunition est rarement atteint avant I'age
de 9-10 ans ;

Une zone de transmission sporadique voire épidémique correspondant aux

X/
°e

régions du Nord et a certaines localités des régions de Koulikoro et de Kayes. L'IP
est en dessous de 5%. Tous les groupes d’age sont a risque de paludisme grave ;

% Des zones de transmission bi ou plurimodales comprenant le delta intérieur du
fleuve Niger et les zones de barrage et de riziculture (Manantali, Markala,
Sélingué). L’IP se situe entre 40-50%. L'anémie reste un phénotype clinique
important de la maladie ;

%+ Des zones peu propices a I'impaludation particulierement dans les milieux urbains
comme Bamako et Mopti ou le paludisme est hypo endémique. L’IP est <10% et
les adultes peuvent faire des formes graves et compliquées de la maladie.

4.2. Vecteurs

Les moustiques du genre Anophéles assurent la transmission du paludisme. Il existe
environ 500 espéces d’anophéles, seuls une cinquantaine est capable de transmettre le
paludisme a I'homme. Dans la pratique, 20 espéces assurent l'essentiel de la
transmission dans le monde [27]. Le développement et la longévité des anophéles
dépendent de la température avec un optimum entre 20 et 30°C pour une durée de vie
de I'ordre de 30 jours. Les vecteurs responsables de la transmission en Afrique sont : An.
gambiae et An. funestus. La distribution de ces vecteurs dépend fortement des variations
spatiales et temporelles, An. funestus étant abondant pendant la saison froide et séche,

An. gambiae pendant la saison des pluies [28, 29].

4.3. Agents pathogénes

Le paludisme est transmis par un protozoaire appartenant au genre Plasmodium. Il existe

de trés nombreuses especes de Plasmodium (plus de 140), touchant diverses especes

6
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animales mais les plus fréquemment retrouvées en pathologie humaine sont: P.
falciparum, P. vivax, P. ovale curtisi, P. ovale wallikeri, P. malariae, P. knowlesi, P.
cynomolgi [22, 30]. Ces especes different non seulement par leurs caractéristiques
cliniques et biologiques, mais aussi par leur répartition géographique et leur capacité a

développer des résistances aux antipaludiques.

4.3.1. Plasmodium falciparum

P. falciparum est le plus largement répandu a travers le monde, il est responsable de plus
de 99% des cas de paludisme en Afrique et provoque des formes cliniques graves
potentiellement mortelles. Avec sa large répartition et sa prévalence élevée par rapport
aux autres especes, P. falciparum développe plus fréequemment des résistances aux
antipaludiques [31]. Il est responsable de la fievre tierce maligne [24]. Sa transmission se
fait pendant toute I'année avec des recrudescences saisonniéres. On n’observe pas de

rechutes tardives comme avec les autres espéces [32].

4.3.2. Plasmodium vivax

P. vivax est trés largement répandu en Amérique du sud et en Asie, et dans certaines
régions de I'Afrique [33]. Sa transmission s’arréte en dessous de 15°C. Sa période
d’incubation est de 11 a 13 jours, mais on peut observer des rechutes (accés de
reviviscence lié a la présence des hypnozoites) pendant 3 a 4 ans [34]. Le paludisme
provoqué par le P. vivax est classiquement considéré comme bénin (fievre tierce bénigne,
c’est-a-dire due a un cycle érythrocytaire de 48 heures) mais en zone d’endémie il peut
avoir des répercussions graves sur I'état de santé des populations, notamment par
l'intermédiaire des anémies chez I'enfant. De plus en plus, quelques cas de P. vivax

résistants a la chloroquine s’observe [32].

4.3.3. Plasmodium ovale

P. ovale sévit en Afrique intertropicale du centre et de I'ouest, et dans certaines régions
du Pacifique. Il provoque une fiévre tierce bénigne comme P. vivax dont il est trés proche.
Son incubation est de 15 jours au minimum mais peut-étre beaucoup plus longue, jusqu’a
4 ans. Son évolution est bénigne mais on peut observer, comme avec P. vivax, des

rechutes tardives (5ans). Schématiquement on dit que P. ovale remplace P. vivax la ou
7
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cette derniere espéce n’existe pas [32]. Deux sous-types existent : P. ovale curtisi, P.
ovale wallikeri [22].

4.3.4. Plasmodium malariae

P. malariae sévit dans les trois continents, mais de maniere beaucoup plus sporadique.
Il se différencie des autres espéces par une incubation plus longue 15 a 21 jours, par une
périodicité différente de la fievre (cycle érythrocytaire de 72 heures responsable d’'une
fievre quarte) et surtout par sa capacité a entrainer des reviviscences tres tardives
(jusqu’a 20 ans apres le retour de la zone d’endémie). L'infection est bénigne mais P.

malariae peut parfois entrainer des complications rénales [32].

4.3.5. Plasmodium knowlesi

P. knowlesi sévit en Asie du sud-est particulierement en Malaisie, a Bornéo, en zone
forestiere car il est étroitement lié a la répatrtition des singes macaques, son hote habituel,
et de son vecteur piquant 'homme et la singe. Il est morphologiquement proche de P.
malariae. Il se différencie des autres especes par un cycle érythrocytaire de 24 heures
responsable d’une fieévre quotidienne. |l existe de rares formes graves, voire mortelles,
avec forte parasitémie. A ce jour aucune chimiorésistance n’a été observée pour cette

espece [32].
4.3.6. Plasmodium cynomolgi

Comme le P. knowlesi, P. cynomolgi fait partie des espéces des singes macaques et
sévit en Asie du sud-est [35]. Récemment un cas de paludisme causé par P. cynomolgi

a éteé signalé dans I'est de la Malaisie [36].

4.4. Cycle biologique du paludisme

Le cycle se déroule successivement chez I'homme (phase asexuée chez [I'héte
intermédiaire) et chez I'anophéle (phase sexuée chez I'héte définitif). Chez 'homme le
cycle est lui-méme divisé en deux phases : la phase hépatique ou pré-érythrocytaire (exo-

érythrocytaire) et la phase sanguine ou érythrocytaire (Figure 1)
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Figure 1. Cycle de développement du Plasmodium

Source: White, 2014 [37].

Le cycle commence par l'inoculation des sporozoites mobiles dans le derme (A), qui
pénetrent ensuite dans le foie (B). Chaque sporozoite envahit un hépatocyte, puis se
multiplie. Aprés environ une semaine, les schizontes hépatiques éclatent, libérant dans
le sang de milliers de mérozoites qui envahissent les globules rouges et commencent le
cycle asexué (C). La maladie commence lorsque la parasitémie asexuelle atteigne un
seuil qui dépend de certaines caractéristiques comme I'age, 'espece et 'endémicité de
la zone [38]. Au cours des différents cycles de multiplication, certains trophozoites
matures se transforment en formes sexuelles (gamétocytes). Les gamétocytes sont
ingérés par les moustiques anopheles lors de leur repas sanguin (D) et se reproduisent
sexuellement, formant un ookinéte (ou ceuf mobile) puis un oocyste dans lintestin du
moustique. Les oocystes éclatent et liberent les sporozoites, qui migrent vers les glandes
salivaires et préts a étre inoculés lors du prochain repas de sang. Le cycle complet peut
prendre plus ou moins 1 mois. L'estimation du nombre de parasites est présentée dans
les différentes rectangles- une charge parasitaire totale de 1012 correspondant environ a

2% de parasitémie chez un adulte [37].
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4.5. Physiopathologie du paludisme

Malgré de nombreux travaux récents fondamentaux et expérimentaux, la
physiopathologie du paludisme n’est pas encore parfaitement élucidée. Cela s’explique
par son caractére complexe et plurifactoriel. Les principaux mécanismes impliquent I'hote

et le parasite dans des interactions nombreuses et souvent synergiques [39].

4.5.1. Acceés palustre non compliqué

La plupart des signes cliniques du paludisme est observée au stade érythrocytaire du
cycle de développement du parasite ou il se multiplie de maniére asexuée dans les
globules rouges [40]. Le principal phénoméne observé est l'accés palustre ; il est
généralement dd a la libération simultanée et massive des mérozoites suite a la
destruction des hématies hétes responsable de manifestation clinique telle que la fiévre
[41]. La fiévre serait consécutive a la libération des pyrogenes tel que TNF-a, IL-1, IL-6
lors des schizogonies [42, 43]. Elle n’apparait que lorsque la parasitémie atteint le seuil
pyrogéne, son allure est variable d’une personne a l'autre et d’'une espéce plasmodiale a
I'autre [40].

Au cours des acces de primo-invasion, le cycle érythrocytaire est généralement non
synchronisé. Lorsque les cycles se synchronisent progressivement, la fievre prend alors
son caractere de type intermittente, tierce (un acces toutes les 48 heures : P. falciparum,
P. vivax, P. ovale) et quartes (un acces toutes les 72 heures : P. malariae) d’autres

phénomeénes peuvent s’associés (céphalées, tremblement ; sudation...) [41].

4.5.2. Accés palustre grave et compliqué

Le paludisme grave représente encore une cause importante de mortalité en zone
tropicale notamment chez les enfants malgré les moyens la mise en ceuvre des
interventions efficaces. Plasmodium falciparum est en général responsable des formes
cliniques grave du paludisme. Associés a cela, certaines populations sont aussi exposées
notamment les personnes d’age extréme, les enfants de moins de 5 ans, les femmes
enceintes, les voyageurs, les immunodéprimés. L’ensemble de ces populations sont

considérées comme non immunes vis-a-vis du parasite.
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La physiopathologie de I'accés pernicieux est extrémement complexe et encore mal
connue. Certains phénomeénes ont été évoqués comme associé a la survenue des formes
compliguées du paludisme, notamment la séquestration des globules rouges parasités
qui adhérent aux cellules endothéliales de I'héte (cytoadhérence) ou aux globules rouges
non parasités (roseting) via des structures appelées « knobs » situées a la surface du
globule rouge parasité [44]. La séquestration se décompose en 3 meécanismes : la

cytoadhérence, la formation des rosettes et I'auto-agglutination.

4.5.2.1. Cytoadhérence

La cytoadhérence est le mécanisme prépondérant et correspond a I'adhérence des
hématies parasitées (HP) aux cellules endothéliales. Au niveau moléculaire, la
cytoadhérence implique de multiples interactions entre les ligands de I'hématie et les
ligands de I'endothélium [45]. Les principaux ligands de la paroi des HP sont P. falciparum
Erythrocyte Membrane Protéine-1, -2 et -3 (PfEMP-1, -2 et -3) et P. falciparum Histidine
Rich Protein-1 et -2 (Pf HRP-1 et -2). Les PfEMP-1, sont exprimées en surface et semble
étre les plus importantes. Les protéines PfHRP-1, PfEMP-2, PfEMP-3 ne sont pas
exprimées a la surface des HP, mais localisées a la face interne de sa membrane, ou
elles interagissent entre elles et avec les protéines du squelette membranaire [39].

Cing récepteurs membranaires ont été identifiés : la thrombospondine, les récepteurs
CD6, ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule-1), ou INCAM 110 (Inducible Cell Adhesion Molecule-110) et E-sélectine (ou
ELAM1, Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1) [46].

Le processus entraine une obstruction microcirculatoire et une hypoxie subséquente, des
perturbations métaboliques et une défaillance multi-organique, qui sont préjudiciables a

I'hote.
4.5.2.2. Rosetting

Le phénoméne de "rosetting" est la capacité des hématies parasitées d'adhérer entre
elles mais également aux hématies non parasitées. Le phénomeéne de rosetting résulte
de la virulence du parasite associée a la capacité de I'érythrocyte infecté a accéder aux
cellules endothéliales. Ce qui entraine une diminution de I'apport local en oxygene

pouvant aboutir au décés [47]. Des études ont montré que la protéine PfEMP-1
11
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interagissent avec le récepteur-1 du complément (CR-1), les antigenes de groupe ABO
ou avec le sulfate d’héparane pour la formation de rosette [48-50]. En outre, les IgM et
IgG jouent un réle dans le rosetting [51]. Ce processus de séquestration est essentiel a
la bonne évolution et a la survie du parasite contrairement aux especes non falciparum,

mais a un effet délétére sur son hodte en obstruant les micro-vaisseaux [52].

4.5.2.3. Auto-agglutination

L’auto-agglutination est un mécanisme observé in vitro, elle correspond a I'adhérence
entre plusieurs HP probablement favorisé par les plaquettes pour former des micro-
agrégats susceptibles d’obstruer les capillaires profonds. Les mécanismes moléculaires

gui prédisposent a sa survenue sont mal connus [39].

4.5.2.4. Mécanisme immunologique

La présence du parasite dans I'héte provoque une réaction inflammatoire non spécifique
qui vise a restreindre les conséquences pour I'héte avant que les phénomeénes
immunitaires ne I'éliminent. Cette réaction inflammatoire peut étre excessive, inadaptée,
puis autonome, elle cause des dysfonctionnements puis des défaillances d'organes
caractérisant le sepsis grave [53]. Les toxines du paludisme comprennent les molécules
dérivées de parasite qui sont secrétées ou libérées par les parasites a des stades tardifs
(trophozoite en particulier au stade schizonte) et sont contenues parmi les protéines
ancrées au glycosylphosphatidylinositol (GPI) [42]. Cette toxine facilite le recrutement de
macrophage et la libération de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6)
[53]. Parmi ces médiateurs macrophagiques, le TNF-a est un acteur important, car son
injection chez la souris reproduisait la plupart des manifestations cliniques et biologiques
du paludisme grave. Chez 'homme, il a pu étre démontré que le taux de TNF-a était

corrélé au degré de gravité du paludisme, a la parasitémie et a la mortalité [54].
4.6. Immunité anti-palustre
L’infection palustre stimule la réponse immunitaire de I'héte. Ces réponses mettent en

jeu le systeme immunitaire inné aussi bien que le systeme immunitaire adaptatif [55].
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4.6.1. Immunité innée ou naturelle

Le systéme immunitaire inné constitue la premiére ligne de défense contre les
microorganismes. Il se mobilise des les premiéres heures de l'infection. Les neutrophiles,
les monocytes et les cellules NK (Natural Killer) semblent jouer un réle prépondérant dans
limmunité innée observée au cours de la phase précoce du paludisme [39]. Parmi les
cellules en premiere ligne lors de l'infection par le Plasmodium, on distingue les cellules
dendritiques (DC), les lymphocytes Ty, les macrophages et les cellules NK (natural killer
ou cellule tueuse naturelle). Ces cellules sont impliquées soit dans I'élimination des
cellules infectées ou non (érythrocytes ou hépatocytes) soit dans linitiation et la

régulation de la réponse innée et adaptative [54].

Le taux de cellules NK croit aussi longtemps que celles-ci sont en mesure de détruire des
globules rouges infectés par le P. falciparum en in vitro. Les cellules NK sont aussi de
puissantes productrices de cytokines et de chimiokines en réponse a différents stimulus,
notamment I'IFN-y, le TNF-q, I'lL-10, I'lL-13 ou le GM-CSF (granulocyte/macrophage-
colony stimulating factor) [56]. La production rapide d’IFN-y (interféron y) est importante
pour le pronostic évolutif de la pathologie. Des études récentes suggérent que les cellules
NK pourraient étre 'une des sources de cette production précoce d’'IFN-y [57]. Plus
connues pour leur réle dans I'immunité anti-tumorale et antivirale, les cellules NK seraient
également capables de reconnaitre directement des hématies infectées par P. falciparum
[54].

Les preuves actuelles montrent que la reconnaissance précoce de Plasmodium et la
libération ultérieure de cytokines et de médiateurs inflammatoires sont importantes pour
I'élimination du parasite, mais peuvent également contribuer a la gravité de la maladie
[58]. Au cours des dernieres années, la famille des récepteurs toll-like (TLR) a été
identifiee comme des molécules hbtes clés dans l'induction de réponses immunitaires

innées aux ligands microbiens [59].
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4.6.2. Immunité acquise ou adaptative

Cette immunité s’acquiert aprés plusieurs années d’exposition en zone endémique
palustre contre les formes cliniques du paludisme [60]. Cependant, cette immunité n'est
jamais stérilisante, car en zone de transmission endémique stable du paludisme, il est
fréequent d'étre porteur du parasite sans aucune manifestation clinique. Cet état est dit
état de prémunition [61, 62]. L'immunité acquise dépend des espéces parasitaires, le
stade de développement du parasite ainsi que la répétition de I'exposition [63]. De
nombreux travaux en zone d’endémie palustre ont démontré que I'induction de I'immunité
antipaludiqgue adaptative nécessite une exposition longue. Elle se met en place
progressivement avec I'age et des expositions répétées [64]. Elle fait intervenir non
seulement la réponse humorale mais aussi la réponse a médiation cellulaire. L'immunité
humorale acquise est principalement dirigée contre les formes asexuées du stade

érythrocytaire du cycle de développement [65].

4.6.2.1. Réponse a médiation humorale

L’infection palustre induit a la fois une production d’immunoglobulines polyclonales et
spécifiqgues par les cellules lymphocytaires B. Ces anticorps produits au cours de
l'infection palustre sont constitués essentiellement par des immunoglobulines G (I1gG),
les IgM mais aussi d’autres isotypes d'immunoglobulines. Bien que des anticorps
d’isotypes différents puissent avoir des fonctions protectrices, les IgG sont en effet les

plus performantes dans la protection antipaludique [66].

Le réle central des IgG dans la protection antipaludique a été démontré dans les études
fondamentales impliquant le transfert passif d’'lgG purifiées a partir de sera d’adultes
semi-immuns a des patients non immuns, entrainant I'élimination de la parasitémie [67].
Cette protection reflete la production des anticorps dirigés contre les antigénes de stade
sanguin de P. falciparum bien que les mécanismes précis de cette protection restent
incertains. Une large gamme d’'immunoglobulines participerait aux mécanismes de
protection, les plus importantes seraient les sous-classes IgG1 et IgG3 [68]. En effet, les
sous-classes IgG1 et IgG3 sont cytophiliques et jouent un réle important dans I'immunité

antipalustre [69]. Le rbéle des sous-classes IgG2 et IgG4, non cytophiliques, dans la
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protection contre le paludisme n’est pas encore claire, mais il a été rapporté que ces
sous-classes sont abondantes chez des individus cliniquement non protégés contre le
paludisme [70, 71].

Au cours de l'infection palustre chez 'homme et les animaux, une élévation des IgE a été
observée au laboratoire, traduisant le passage des activités régulatrices des cellules T
de Th1 a Th2 en raison de I'exposition répétée des cellules du systeme immunitaire aux
parasites du paludisme [72]. Les études ont montré qu’une élévation d’IgE pourrait étre
associée a I'apparition du paludisme grave (paludisme cérébral et autres formes séveres
de paludisme) [73]. Les anticorps peuvent protéger contre le paludisme par divers
mécanismes : inhibition de [linvasion des hépatocytes par les sporozoites par
opsonisation de la phagocytose, inhibition de linvasion des érythrocytes par les
mérozoites, inhibition de la croissance intra-érythrocytaire du parasite, la clairance des
érythrocytes infectés par ADCI « Antibody Dependent Cellular Inhibition, inhibition

cellulaire dépendante des anticorps » [74].

4.6.2.2. Réponse a médiation cellulaire

Les études chez 'homme et les souris indiquent que les cellules T CD4+ et CD8+ sont
importantes pour la protection contre le paludisme [75]. Il est actuellement établi que les
cellules T CD4+ (T helper) et T CD8+ (T cytotoxiques) reconnaissent des peptides
antigéniques du Plasmodium présentés respectivement par les molécules du CMH classe
Il et classe | exprimés a la surface des hépatocytes infectés [76]. Activés par les épitopes
T parasitaire, les lymphocytes T CD8+ produisent de I'INF-y lequel induit a son tour la
production de monoxyde d’azote (NO) par les hépatocytes et les macrophages
conduisant a la lyse des hépatocytes infectés par Plasmodium. Le transfert de
lymphocytes T CD8+ d’'une souris immunisée a une souris naive a montré que 'immunité
protectrice contre le paludisme impliquait les cellules T CD8+ contre les stades pré-
erythrocytaires [77]. Les lymphocytes T CD4+ sont essentiels pour la protection
immunitaire contre les stades sanguins asexués du paludisme tant chez '’lhomme que

chez les souris [78].
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4.6.3. Antigenes du parasite

4.6.3.1. AMA-1 (Antigéne-1 Membranaire Apicale du Mérozoite)

AMA-1 est une protéine membranaire intégrale de type | avec un segment cytoplasmique
de 55 acides aminés et une région extracellulaire de 550 acides aminés qui peut étre
divisée en trois domaines sur la base de liaisons disulfures intra-domaines [79]. Sa
fonction biologique n’est pas clairement élucidée mais son expression et sa localisation
au stade sanguin suggere que la protéine pourrait jouer un réle crucial dans l'invasion
érythrocytaire et hépatocytaires par les parasites du paludisme [80]. La protéine AMA-1
de P. falciparum est tres polymorphe [81]. L'immunisation avec 'AMA-1 peut produire
des anticorps pour inhiber de fagon efficace l'invasion érythrocytaire par le parasite et
conférer une immunité protectrice. AMA-1 est I'un des principaux candidats vaccins au

stade sanguin pour la lutte contre le paludisme [82].

4.6.3.2. MSP1 (Protéine-1 a la surface du mérozoite)

La protéine de surface du mérozoite est 'une des protéines les plus étudiés, elle est
présente chez tous les espéces de Plasmodium étudiés. MSP1 est une protéine de
surface importante avec une taille d’environ 190 kDa. Il joue un rble majeur dans
l'invasion érythrocytaire [83]. La protéine est la principale cible des réponses immunitaires

humaines [84].

MSP1 contient 17 blocs de séquence flanqués de régions conservées. Le bloc 2, qui est
la partie la plus polymorphe de MSP1, est regroupé en trois familles alléliques a savoir de
type K1, MDA20 et RO33 [85]. Au cours de la maturation des mérozoites, MSP-1 subit 2
étapes de traitement protéolytique [86]. Apres le clivage, le complexe MSP-1 reste
attaché de maniéere non covalente a la surface du mérozoite jusqu’a l'invasion, excepté
un petit fragment de 19 kDa de I'extrémité C-terminale (MSP-1 19) qui ne se détache pas
du mérozoite méme apres l'invasion. L’invasion des mérozoites est bloquée par les
anticorps ciblant les épitopes MSP-119. La MSP-119 est impliquée dans le développement

normal des parasites [87].
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4.6.3.3. MSP2 (Protéine-2 a la surface du mérozoite)

La protéine de surface 2 du mérozoite (MSP2) est une glycoprotéine de 23 kDa et est
plus abondants a la surface du stade mérozoite de Plasmodium falciparum codée par la
msp2 géne situé sur le chromosome 2 et composé de cing blocs dont le bloc central est
le plus polymorphe [88]. lls sont impliqués dans I'invasion érythrocytaire, et sont ciblés
par les réponses immunitaires [86]. Des études in vitro ont montré que les anticorps

humains anti-MSP2 ont une activité fonctionnelle dans les dosages ADCI [89].

4.6.3.4. EBA 175 (Antigene d’adhésion érythrocytaire 175)

EBA-175 est une protéine de P. falciparum localisé dans les micronémes a I'extrémité
terminale du mérozoite et a été bien caractérisé comme le ligand qui lie la glycophorine
A (gypA), présent dans la membrane des érythrocytes [90]. La GpA est la principale
glycoprotéine présente sur les érythrocytes humains et est fortement sialylée [91]. Les
anticorps contre 'EBA-175 inhibent la liaison a la GpA et bloquent linvasion des

meérozoites in vitro [92].

4.6.3.5. Antigéne P27

L’antigéne P27 est une séquence de 27 acides aminés contenu dans la protéine
d’exportation de trophozoite de 1103 acides aminés (Tex1). Deux régions de Tex1 ont
eté synthétisées chimiquement. L'un des peptides synthétiques P27 couvre le domaine
de la bobine enroulée (K845 a T871), l'autre est le P27A correspond a la région N-
terminale intrinsequement non structurée (H223 a S326). Les deux fragments de Tex1,
les peptides P27 et P27A sont considérés comme de nouveaux candidats vaccins

prometteurs pour le paludisme au stade sanguin [93].

Les propriétés immunogéenes du P27A, associées a son faible polymorphisme et a son
association avec une protection clinique contre le paludisme chez 'homme, justifient son
développement ultérieur en tant que vaccin candidat contre le paludisme [94]. Le P27 est

la cible des anticorps humains inhibant la croissance des parasites [95].
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4.6.3.6. Antigenes Pf27, Pv27, Pf43, Pv43, Pf45 et Pv45

Ces antigenes dit orthologues de P. falciparum et de P. vivax, provenant de stades
sanguins asexués et contenant des structures alpha-hélicoidales ont été sélectionnés a
partir de I'analyse bio-informatique du génome du parasite correspondant. Une base de
données du génome de P. vivax Salvador | (PlasmoDB) a été utilisée pour la sélection
des protéines par le logiciel COILS [18, 96]. Ces antigenes orthologues sont les candidats
idéaux pour des vaccins multi-espéces car ils sont susceptibles de susciter des réponses
immunitaires contre toutes les especes ciblées par la recherche [19, 97]. Jusqu'a
cinquante orthologues de P. vivax présentant une homologie d'au moins 30% avec 170
protéines hélicoidales de P. falciparum ont été identifiées précédemment. Parmi ces
orthologues, les paires Pf27/Pv27, Pf43/Pv43 et Pf45/Pv45 se sont révélées étre les
candidats les plus prometteurs pour un vaccin a protection croisée, car ils ont montré un
degré élevé de reconnaissance dans les tests ELISA direct et de compétition, ainsi qu'une

réactivité croisée avec leurs orthologues respectifs [12].
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Tableau 1. Séquence et homologie entre les peptides orthologues de P. falciparum et de P. vivax

Nom du Emplacement
Espéces peptide | ID PlasmoDB Nor,nbre MW Séquences du Peptide Identité Similarité cellulaire /
d’aa (PM) F .
onction
PF3D7_06034 27 3,338 | KKRNVEEELHSLRKNYNI | NEEIEEIT TEX1 est exporté a
P. falciparum Pf27 00.1 63% 66% travers la membrane
(TEX1) eGE BN b S de vacuole
KKQNAEKELSVLKKNYDAMSEEIEEIT parasitophore et situé
_ 27 3,169 dans les fissures de
P. vivax Pv27 PVX_111 3335. Maurer
PF3D7_04140 38 4,629 | STDINSLNDEVKKLKEELNK|RNEYDDFKNKLELLYQK By B
P. falciparum Pf43 00.1 o e e T 82% 89% protéine associée au
(SMC3) chromosome 3,
utative
) PVX 089660. 38 4583 SVDINALNEQVKKLREELNKVTNEYDDFKNKLELLYQK P
P. vivax Pv43 4
37 4,570
P.falciparum | Pf45 PF3DO70_]1200 EE|KEE | KEVKEE | KEVKEE | KEVKEEIKEVKEE | KE | 57% 72% Protéine Plasmodium
: (T S R T S T R T S conservée, fonction
inconnue
P. vivax pvas) | FYX-123385. 37 4333 | KEVKVEVNEVGEEVNEVKEEVNEAKEEV | EKKEEMTE

Le pourcentage d'identité et de similarité a été déterminé a I'aide de l'outil BLASTP du NCBI et ne prend en compte que les
acides aminés identiques, qui sont mis en évidence par les lignes pointillées. Le pourcentage de similarité inclut également
les acides aminés qui ont des propriétés similaires, ces acides aminés sont indiqués par des étoiles. MW (Molecular weight,
poids moléculaire), masse moléculaire ; aa, acide aminé ; ID PlasmoDB, Identifiant d'un géne provenant de PlasmoDB (une

Ressource du génome de Plasmodium). Tableau modifié a partir des données déja publiées [12].
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4.7. Différents types de vaccins anti palustres
4.7.1. Vaccins contre les stades pré-érythrocytaires

Les vaccins contre les stades pré-érythrocytaires doivent induire des réponses immunes
visant les sporozoites ou les schizontes hépatiques. Le but est pour prévenir l'infection

ou d’empécher toute libération de mérozoites dans le sang.

Le vaccin RTS/S (Mosquirix™) est constitué d’'un composant de la protéine circum-
sporozoite a P. falciparum (CSP) couplé a I'antigéne de surface du virus de I'hépatite B
[98] et d’'un adjuvant complexe, 'AS02A [99]. Parmi plus de 30 candidats vaccins
antipaludique [100]. RTS, S/AS01 est le seul ayant atteint un stade d’évaluation clinique
avancé, réalisée conformément aux directives de 'OMS garantissant la qualité,
'innocuité et I'efficacité des vaccins recombinants ciblant les parasites plasmodiaux aux
stades pré-érythrocytaire et sanguin [101] et qui a été recommandé chez les enfants dans

les zones a transmission modérée a forte du paludisme a P. falciparum [8].

En Gambie, le RTS, S/AS02 a réduit de 34% le risque de nouvelle infection d’adultes sur
une période de 15 semaines [102]. RTS, S/ASO01 réduirait de 46% le risque de développer
un acces palustre et de 35,5% celui de contracter une forme sévere du paludisme chez
des nourrissons de 5 a 17 mois dont le vaccin a été administré. Il permettrait aussi de

diminuer de 41,5%, le nombre d’hospitalisations liées au paludisme [103].

4.7.2. Vaccins contre les stades sanguins

Le vaccin contre les stades érythrocytaires asexués viserait soit a empécher I'invasion
des hématies et donc a contrdler la parasitémie circulantes, soit a empécher I'évolution
des infections vers les formes cliniques et potentiellement graves de la maladie. La
principale cible de vaccin contre les stades sanguins asexués est le mérozoite, la forme
du parasite qui est libérée par les schizontes hépatocytaires ou érythrocytaires et qui
envahie les hématies. Les efforts de développement d’un tel vaccin se sont concentrés

sur les antigénes intervenant dans I'invasion des érythrocytes [104].
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4.7.3. Vaccins contre les stades sexués

La phase sexuée vise a interrompre le cycle de transmission et limiter la propagation de
la maladie. L'objectif de tels vaccins est d'induire des anticorps dirigés contre des
antigenes des stades sexués du parasite qui peuvent empécher la fécondation dans
'estomac de I'anophéle et bloquer le développement du parasite. Elle ne viserait pas a
protéger l'individu vacciné mais a limiter la transmission des parasites de ’homme au
vecteur, et du vecteur a 'homme. Ces derniers sont appelés vaccins bloguant la
transmission. Les antigenes candidats vaccins sont entre autres : Pfs25, Pfs28, Pf230,
Pf45/48 [105-107].

4.8. Diagnostic biologique

Il existe plusieurs méthodes de diagnostic du paludisme, mais les plus utilisés sont :

4.8.1. Tests de diagnostic rapide (TDR)

Les tests de diagnostic rapide (TDR) sont basés sur la détection d’histidine riche protéine
2 (HRP-2), du parasite lactate déshydrogénase et de l'aldolase. Ces tests ont une
sensibilité entre 88 et 99% pour le P. falciparum mais ont une mauvaise sensibilité pour
les autres espéces du Plasmodium particuliérement le P. ovale et le P. malariae [34]. lIs

doivent toujours faire I'objet d’'une confirmation par un frottis sanguin.

4.8.2. Goutte épaisse et le frottis mince

lls détectent la présence ou non du parasite et le frottis mince permet de voir la
morphologie et faire le diagnostic différentiel d’espéce. Les deux méthodes sont utilisées

pour estimer la parasitémie.
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4.9. Prise en charge du paludisme

4.9.1. Actions préventives

Les mesures préventives ont été mises en place pour la protection contre I'infection
palustre. Il n’existe actuellement aucun vaccin contre le paludisme autorisé sur le marche,
mais il y’a eu plusieurs essais vaccinaux contre P. falciparum seul le vaccin RTS, S/AS01
a pu atteindre la phase Ill. L'OMS a confirmé en 2016 que le vaccin RTS, S/AS01 sera
déployé en Afriqgue subsaharienne, dans le cadre de projets pilotes des 2018. Toutefois,
ce vaccin n’étant que partiellement efficace viendra renforcer les mesures de prévention,
de diagnostic et de traitement recommandées par 'OMS, auxquelles il ne se substituera
pas [108].

Les différentes stratégies de prévention mise en oeuvre au Mali selon les
recommandations de 'OMS et du Programme National de Lutte contre le Paludisme
(PNLP) sont: la lutte anti vectorielle (utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticides, I'utilisation de biolarvicides pour la destruction des gites larvaires ; la
pulvérisation intra domiciliaire), le Traitement Préventif Intermittent (TPI) avec la
sulfadoxine-pyrimethamine au cours des consultations prénatales ; la Chimioprévention

du Paludisme Saisonnier (CPS) chez les enfants de 3 a 59 mois [4].

4.9.2. Actions curatives

L’OMS recommande pour la prise en charge du paludisme simple, les Combinaisons
Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA) depuis 2004 en fonction des zones. Le
traitement du paludisme grave se fait par les sels de quinine en perfusion intraveineuse

ou par les dérivés de I'Artémisinine injectables.

Au Mali, le programme national de lutte contre le paludisme (PNLP) recommande les
combinaisons a base de dérivés d’artémisinine en comprimé (Artémether-Luméfantrine,
Artésunate-Amodiaquine) pour le traitement des cas du paludisme non compliqué apres
confirmation par la microscopie ou les TDR. Pour les cas graves et compliqués,
artésunate ou I'artéméther ou la quinine injectable sont retenus. Ces trois molécules et
'artésunate suppositoire sont utilisées pour le pré transfert. Le traitement du paludisme
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chez la femme enceinte se fait avec la quinine (injectable ou comprimé) au cours du
premier trimestre et les Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA) a

partir du deuxieme trimestre [109].
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5. METHODOLOGIE

5.1. Cadre de I’étude

Cette étude s'’inscrit dans le cadre d’'une collaboration scientifique entre les chercheurs
de la Faculté de Médecine et d’Odontostomatologie (FMOS) et de la Faculté de
Pharmacie (FAPH) de I'Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de
Bamako (USTTB), Mali et ceux de I'Université de Lausanne en Suisse sur un projet de
recherche visant a identifier un potentiel candidat vaccin a la fois contre Plasmodium

falciparum et Plasmodium vivax.
5.2. Lieu d’étude

Les échantillons de sérum ont été collectés a Kéniéroba, un village situé dans la savane
forestiere. C’est une zone d’endémie a P. falciparum ou les cas sont enregistrés durant
toute 'année mais avec des pics observés au cours de la saison des pluies allant de 5 a
6 mois. Les tests ont été réalisés au laboratoire d’Immunogénétique et de Parasitologie
de I'lCER-Mali de la FMOS/FAPH de 'USTTB.

5.2.1. Description du village de Kéniéroba

Le village de Kéniéroba est situé a 55 km a I'ouest de Bamako dans la commune rurale
de Bancoumana (cercle de Kati) sur la route nationale 15 (RN15 ; figures 2 et 3). Il est
limité au sud-est par le hameau de péche Fourda, au nord par le village de
Nanguilabougou et a I'ouest par le village de Ticko. Il compte environ 2 593 habitants, qui
sont essentiellement les Malinkés (90%), les Peulhs (6%) et les Bambaras (4%) etc...
(recensement GIS/MRTC 2014).

Le fleuve Niger constitue le principal réseau hydrographique. Le climat est de type
soudano-guinéen et la couverture végétale rencontrée marque une transition entre la
savane arborée et la forét guinéenne. Ce type de végétation existe encore a I'état
délictuel au niveau des bois sacrés et le long du fleuve Niger par endroit. Les feux de
brousse, I'exploitation du bois de chauffage, les défrichements nécessaires aux cultures

vivrieres ont profondément dégradé cette végétation, devenant propice a l'implantation
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des moustiques. La savane arborée constitue la principale formation végétale mais aussi

guelques galeries forestieres, on distingue :

une strate arborée avec les espéces telles que Bombax costatum (kapokier),
Vitellaria paradoxa C.F. Gaertn. (Karité), Parkia biglobosa Jacq. (Nére), Tamarindus
indica L. (tamarinier), Mangifera indica L. (manguier) ;

* une strate arbustive composée de Combretum micranthum G. Don (Kinkeliba);
Guieras senegalensis JF.Gmel (N’kundié en bambara), Cassia sieberiana DC (case
de sieber, sindja (Pular));

* une strate herbacée ou savane de graminées dont Cymbopogon giganteus Chiov.
(Tiekala ou Citronnelle de brousse), Pennisetum pedicellatumTrinet Andropogon sp
(Ouaga ou palille a balai) ;

* une galerie forestiére caractéristique de la savane guinéenne se forme le long du
fleuve Niger.

Deux grandes saisons se succedent dans cette zone : la saison des pluies de juin a
octobre et la saison séche de novembre a mai. Une courte saison de transition s’étalant
de novembre a janvier que les communautés rurales désignent sous I'appellation
vernaculaire de fébonda qui se caractérise par un rafraichissement des vents et redoutée

par la population.

Les habitats de type traditionnel sont constitués de cases rondes et rectangulaires en
terre battue et aux toitures en chaumes coniques, mais des maisons avec des toitures en
t6le existent de plus en plus dans le village. Ces différents types de maisons propices au
repos des moustiques, favorisent une densité et une agressivité anophelienne 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 étre des
gites larvaires potentiels. Pendant la saison des pluies, il existe des cultures
intradomiciliaires et une prolifération d'herbes sauvages dans le village, contribuant ainsi

a augmenter la densité et l'agressivité des moustiques.
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La température la plus élevée se situe a ~40°C au mois de mai et la plus basse est voisine
de 18°C aux 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.

La faune entomologique est constituée d’invertébrés et d’arthropodes. Anopheles
gambiae sl et Anopheles funestus abondent dans le village ou ils assurent la transmission
du paludisme et de la filariose de Bancrofti surtout en saison des pluies. Les similis
transmettent 'onchocercose durant I'hivernage tandis que les glossines (mouche tsé-tsé)
transmettent la maladie du sommeil. Anopheles gambiae sl est le vecteur majeur du
paludisme rencontré dans la localité avec un taux moyen d’inoculation entomologique de

0,7 pigUres infectieuses/personnes/mois a Kéniéroba en 2014 [110].

Sur le plan des infrastructures sociaux de base, le village de Kéniéroba dispose d’'un
centre de santé dirigé par un infirmier aide-soignant. Ce dernier est secondé par deux
matrones qui s’occupent des consultations prénatales et des accouchements au niveau
de la maternité du dit centre. Le village dispose aussi d’'une école publique comportant
les premiers et seconds cycles de I'enseignement fondamental et d’'une medersa

communautaire qui s’occupe de I'enseignement coranique moderne.

Les activités socio-économiques dominantes dans la commune rurale de Bancoumana
sont marquées par l'agriculture, I'élevage, la péche, l'artisanat, le commerce et la
cueillette. L’agriculture constitue la principale activité économique des populations. La
plaine de Bancoumana est propice aux cultures vivrieres et industrielles. Aux abords du
village, dans les retenues d’eau (deux digues), la culture du riz est trés développée. Celle
du sorgho, du mil, du mais, du haricot, de la papaye, de I'orange et du citron a lieu surtout
dans les alentours des concessions ou dans des jardins. La culture du dah, du coton, de
'arachide ou cacahuete, de la courge, du melon, de concombre, de 'oignon, de la patate
douce, de la pomme de terre, du piment, du poivre de guinée, du tabac, du cotonnier, du
sésame, de la tomate, de la banane, ainsi que d’autres produits maraichers constituent

d'importantes sources de revenu pour la population. La taille des exploitations est tres
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variable et dépend de la pluviométrie, des ressources humaines et financiéres

disponibles et du patrimoine foncier.

L’élevage des ovins, des caprins et des bovins y est pratigué comme une activité
économique secondaire. On y retrouve aussi quelques équidés (anes et chevaux) utilisés
comme animaux de trait. La plupart des villageois investissent leurs revenus dans
'élevage et dans les cultures industrielles. L’artisanat local est peu développé
(cordonnerie, forgerie, maconnerie, poterie). En dehors de la commercialisation des
produits agricoles, le commerce des produits de consommation courante y est pratiqué

surtout le jour de la foire hebdomadaire qui a lieu chaque jeudi a Kéniéroba.

L’islam représente la religion la plus dominante avec 95% de personnes 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 socioculturelle.
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Figure 2. Carte du Mali avec la localisation de la commune rurale de Bancoumana,

chel lieu du village de Kéniéroba

Source : Unité GIS MRTC/FMPQOS
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Figure 3. Plan de masse du village de Kéniéroba dans la commune rurale de

Bancoumana

Source : Unité GIS MRTC/FMPQOS
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5.2.2. Laboratoire Immunogénétique et Parasitologie du MRTC/FMOS-FAPH/
USTTB

Le laboratoire d’'immunogénétique et Parasitologie du Centre International d’Excellence
dans la Recherche (ICER-Mali) de la FMOS/FAPH/USTTB a été créé en 2008 au sein du
Département d’Entomologie et des Maladies a Transmission Vectorielles du MRTC. C’est
le fruit d’'une collaboration entre les chercheurs de 'USTTB et le Laboratoire de
Recherche sur le Paludisme et les Vecteurs des Instituts Nationaux de la Santé des Etats-
Unis d’Amérique (LMVR/NIH/USA). Le Laboratoire d’'Immunogénétique a conduit de
nombreuses études sur les différents aspects du paludisme notamment 'immunité innée
et acquise contre le paludisme chez les enfants, la résistance aux antipaludiques et
I'évaluation des stratégies de lutte et de prévention. Le laboratoire collabore avec les
autres unités de recherche de I'lCER-Mali dans la lutte contre le paludisme et les autres
maladies infectieuses au Mali. L'unité apporte également son soutien aux différents
programmes nationaux notamment le PNLP dans la mise en ceuvre des interventions de
lutte chez les enfants et les femmes enceintes ; aide aussi les deux facultés dans le cadre
de la formation continue des étudiants et les jeunes chercheurs. Le site principal pour
mener les activités est le village de Kéniéroba, mais les activités se font aussi dans

d’autres villages comme Dangassa, Koila, Nioro du Sahel.

Le laboratoire d’'immunogénétique dispose d’équipements variés adaptés a ses activités
comme les équipements de biologie moléculaire, d'immunogénétique et parasitologie, le
tout soutenu par un réseau informatique et une chaine de froid adaptée au stockage des
données et a conservation de différents types d’échantillons. Le laboratoire dispose d’un
personnel qualifié et diversifié comprenant des immunologistes, un pharmacologue, des
épidémiologistes, des médecins, des pharmaciens et des techniciens de laboratoire. Le
laboratoire a également participé a plusieurs publications dans des revues scientifiques
en collaboration avec des chercheurs de renommeé international. Les analyses de biologie

clinique et de recherche ont été effectuées dans ce laboratoire.
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5.3. Type et période d’étude

Nous avons mené une étude pilote qui consistait a tester la réactivité des antigénes du
P. falciparum et leurs orthologues du P. vivax dans les échantillons de sérum provenant
de Kéniéroba. Un passage transversal a été effectué en novembre 2018 chez les adultes
pour collecter les échantillons, ceux des enfants collectés en novembre 2012 dans la
méme localité étaient déja disponibles et conservés -80°C au niveau de ['unité

Immunogénétique et Parasitologie de I'lCER-Mali.
5.4. Echantillonnage

L’échantillon était constitué de 48 adultes choisis de facon exhaustive et 41 enfants dont

les sera déja disponibles ont été ajoutés pour un total de 89 échantillons.

5.4.1. Criteres d’inclusion

Nous avons inclus dans cette étude tout participant répondant aux critéres suivants :

o résider dans le village de Kéniéroba,
o avoir un age entre 18-65 ans pour les adultes et 4-5 ans pour les enfants
o donner son consentement libre et éclairé pour participer a I'étude, et

o avoir un taux d’hémoglobine = 8g/dI.

5.4.2. Criteres de non-inclusion
Nous n’avons inclus les adultes ayant les conditions suivantes :

o toute condition qui, de l'avis de I'enquéteur, rendrait le participant incapable de se
conformer au protocole (par exemple, maladie psychiatrique) ou de faire un
prélévement sanguin (’hémophilie),

o un état de santé qui, de l'avis de I'enquéteur, ferait confondre I'analyse des données
de I'étude (par exemple, malnutrition sévére, déficit immunitaire acquis ou inné), et

o exigence d'un traitement médicamenteux pour une maladie ou un état concomitant.

5.5. Variables mesurées

Nous avons mesuré les variables suivantes :
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v’ variables sociodémographiques : age et sexe ;

v’ variable biologique : taux d’anticorps anti-Pf27, anti-Pf43, anti-Pf45, anti-Pv27, anti-
Pv43 et anti-Pv45.

5.6. Technique de laboratoire utilisée (ELISA)

Au cours de notre étude, nous avons utilisé la technique d’ELISA indirecte (Enzyme

Linked ImmunoSorbent Assay)

Le test ELISA a été réalisé selon la procédure standard opératoire (SOP) de I'Université

de Lausanne (cf. annexe). Le principe de cette technique est basé sur la détection et la

quantification de la réaction antigene-anticorps dans un échantillon biologique. Les

étapes de 'ELISA indirect pour la détermination du taux d’anticorps dans les échantillons

de sérum lors de cette étude sont :

sensibiliser la plaque d’ELISA (plaque de 96 puits) avec les antigénes (Pf27, Pv27,
Pf43, Pv43, Pf45 et Pv45) a une concentration finale de 5ug/ml et incuber a +4°C
pendant toute la nuit ;

laver la plague a 4 reprises avec la solution de lavage TBS-T (Tris Buffered Saline
with Tween®20) ;

bloguer la plaque avec la solution TBS-T+ 5% lait (200ul/puit), puis incuber la
plaque pendant une heure a la température ambiante ;

vider les puits et transférer 50ul des échantillons de sérum a tester dilués a 1/50
dans la solution TBS-T+2,5% lait puis incuber la plaque pendant une heure a la
température ambiante ;

laver la plaque a 4 reprises et transférer dans les puits 50ul de I'anticorps
secondaire dilué & 1/1000 dans la solution TBS-T+ 2,5% lait puis incuber de la
plaque pendant une heure a la température ambiante ;

laver a 4 reprises la plaque et ajouter 50ul du substrat (peroxydase) dans chaque
puits pour une incubation de 15 minutes. Mettre ensuite 50ul de solution stop de
peroxydase pour stopper la réaction (Dodécyl sulfate de sodium (seracare™)) ;
la lecture de la réaction était ensuite effectuée avec le lecteur ELISA SoftMax®Pro
Software a une densité optique (DO) 405nm.
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Chaque échantillon a été utilisé en triplicata, tout échantillon avec une moyenne de DO
supérieure ou égale a la moyenne de DO + 3 déviation standard des contrbles des

négatifs était considéré comme positif pour 'antigéne testé.

5.7. Indentification et synthése des antigenes

Dans des études précédentes, des protéines des stades asexués érythrocytaires de
Plasmodium vivax (n = 50) et P. falciparum (n = 166) contenant des motifs alpha-
hélicoidaux (coiled coil) dans leur structure ont été identifiés in silico, et les peptides
correspondants ont été synthétisés chimiquement [97]. Sur la base des études de
séroprévalence publiées des peptides alpha-hélicoidaux dans les échantillons de plasma
humain [12, 18, 19], les trois (3) paires de peptides orthologues qui ont montré la plus
grande réactivité avec le plasma des zones d'endémie palustres ont été sélectionnées
pour la présente étude. Les caractéristigues des couples orthologues de peptides
sélectionnés sont représentés dans le tableau 1 et sont: Pf27/Pv27, Pf43/Pv43 et
Pf45/Pv45.

En bref, les peptides ont été synthétisés par la méthode de chimie en phase solide F-
moc (fluorénylméthoxycarbonyle) [18, 19, 111] a l'aide d'un synthétiseur bio-analytique
(Intavis AG). Les peptides obtenus ont été purifiés par HPLC (ou chromatographie en
phase liquide haute performance ou haute pression). La pureté (>80%) a été confirmée
par 'analyse HPLC C18 et par la spectrométrie de masse (MALDI-TOF). Ces peptides

ont été fournis par nos partenaires de I'Université de Lausanne en Suisse.

5.8. Gestion et I’analyse des données

Les données ont été enregistrées sur un formulaire de rapport des cas (CRF). La saisie
des données sociodémographiques a été faite sur Microsoft Excel 2010. Les résultats de
'ELISA ont été exportés directement dans Microsoft Excel 2010. Une vérification était
faite par les investigateurs pour apporter les corrections nécessaires avant les recodages
et les analyses avec le logiciel STATA version 14. Les résultats ont été présentés sous

forme de tableaux et figures. Les figures ont été réalisées avec le Prism 9.
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Le test de Student a été utilisé pour la comparaison des taux moyens d’anticorps. La
corrélation de Pearson a été utilisée pour étudier la relation entre les différents taux
moyens d’anticorps entre eux avec un seuil de signification statistique fixé a 5%. Les taux

moyens d’anticorps ont été exprimés en densité optique (DO).

5.9. Déroulement de I’étude

Au début du projet en 2008, le protocole a été expliqué aux autoritts communautaires,
administratives et sanitaires pour obtenir leur adhésion. Le consentement libre et éclairé
a été obtenu de chaque participant a I'enrblement en mettant 'accent sur la possible
utilisation des échantillons dans le futur a des fins de recherche. Chez les adultes en
2018, apres la vérification des critéres d’éligibilité, les données ont été collectées sur les
caractéristiques sociodémographiques, suivi d’'un prélevement capillaire au bout du doigt
pour déterminer le taux d’hémoglobine puis un prélevement veineux était effectué dans
un tube. Les échantillons sanguins étaient transportés a Bancoumana pour I'extraction
du sérum par centrifugation. Les sera ont été conservés a -20°C avant de les transporter

a Bamako dans les bonnes conditions de conservation.

Au laboratoire, les sera étaient conservés dans le congélateur a -80°C avant le test
ELISA. Les 41 sera d’enfants collectés en novembre 2012 ont été ajoutés a ceux des
adultes pour réaliser le test d’ELISA selon les bonnes pratiques de laboratoire. Les
résultats issus de cette étude seront partagés avec les partenaires, les autorités

sanitaires pour les futures directives.

5.10. Définition opératoire

La séropositivité a été définie comme tout échantillon avec une moyenne DO supérieure
ou égale a la moyenne DO plus 3 Déviation Standard (SD) des contrbles négatifs.
5.11. Considérations éthiques

Cette étude pilote découle de la grande cohorte de Kéniéroba sur I'immunité naturelle et
acquise dont le protocole a été déja approuve par le comité d’éthique de la FMOS/FAPH
de 'USTTB (cf. Lettre N°08-40/FMPOS du 5 Mai 2008), ainsi qu’aux Instituts Nationaux
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de la Santé des Etats-Unis d’Amérique. L’autorisation communautaire a été obtenue
aupres des autorités administratives et sanitaires ainsi que les notables coutumiers du
village. Le consentement individuel a été obtenu aupres des adultes en 2018. Pour les
enfants, le consentement avait été déja obtenu en 2008 auprés des parents/tuteurs.
Depuis le début de I'étude, les participants étaient informés sur la possible utilisation des
données a des fins de recherche. Les investigateurs ont été tous formés sur les bonnes
pratiques cliniques et de laboratoire et ont assuré la confidentialité et la sécurité des

données durant toute la période de I'étude.
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6. RESULTATS
6.1. Résultats globaux

Au total, 89 échantillons ont été inclus dans cette étude dont 41 sera collectés chez les
enfants en 2012 et 48 chez les adultes en 2018. Le sexe ratio était de 1,6 et de 1,8 en
faveur des féminins respectivement pour les enfants et les adultes. La séroprévalence
était de 42,7% vs 29,2% pour les antigenes orthologues Pv27 vs Pf27, 12,4% vs 6,7%
pour les Pf43 vs Pv43 et 13,5% vs 11,2% pour les Pv45 vs Pf45. Parmi les antigénes
testés, la séroprévalence des anticorps anti-Pf27 (56,1%, p=0,0001), anti-Pv27 (87,8%,
p=0,0001) et anti-Pv45 (29,3%, p=0,0001) était significativement élevée chez les enfants.
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6.2. Résultats descriptifs

Tableau 2. Répartition des groupes d’age selon le sexe dans le village de Kéniéroba

Groupes d’age Masculin Féminin TOTAL
n (%) n (%)

Enfant 16 (39) 25 (61) 41

Adulte 17 (35,4) 31 (64,6) 48

Le sexe féminin était majoritaire avec un ratio de 1,6 chez les enfants et 1,8 chez les
adultes.
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Tableau 3. Séroprévalence des anticorps contre les antigénes du P. falciparum et

leurs orthologues de P. vivax dans les sera provenant de Kéniéroba

Antigenes Effectifs Pourcentages
Pf27 26 29,2
Pv27 38 42,7
Pf43 11 12,4
Pv43 06 06,7
Pf45 10 11,2
Pv45 12 13,5

La séroprévalence était respectivement de 42,7% vs 29,2% pour les antigénes
orthologues Pv27 vs Pf27, de 12,4% vs 6,7% pour les antigénes Pf43 vs Pv43 et de
13,5% vs 11,2% pour les antigenes Pv45 vs Pf45.
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Tableau 4. Séroprévalence des anticorps contre les antigénes en fonction des

groupes d’age dans le village de Kéniéroba

Groupes Pf27 Pv27 Pf43 Pv43 Pf45 Pv45
d’age n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
Enfant 23 (56,1) 36 (87,8) 8(19,5) 2 (4,9) 7(17,1) 12(29,3)
Adulte 3(6,3) 2(4,2) 3(6,3) 4(8,3) 3(6,3) 0

P 0,0001 0,0001 0,06 0,5 0,12 0,0001

Les séroprévalences des anticorps contre les antigenes Pf27 (56,1%, p=0,0001), Pv27
(87,8%, p=0,0001), Pv45 (29,3%, p=0,0001) étaient significativement élevées chez les

enfants comparés au groupe adulte.

39

Salimata KANTE



6.3. Résultats analytiques

Tableau 5. Corrélation multiple entre les titres d’anticorps anti-P. falciparum et

leurs orthologues de P. vivax dans les échantillons des enfants en 2012

Antigénes Pf27 Pv27 Pf43 Pv43 Pf45 Pv45
Pf27 1
Pv27 r=0,86 1
p=0,0001
Pf43 r=0,09 r=0,12 1
p=0,55 p=0,46
Pv43 r=-0,04 r=-0,04 r=0,33 1
p=0,78 p=0,82 p=0,03
P45 r=0,04 r=0,25 r=0,07 r=0,24 1
p=0,8 p=0,11 p=0,67 p=0,13
Pv45 r=0,08 r=-0,03 r=0,26 r=0,35 r=0,35 1
p=0,61 p=0,84 p=0,09 p=0,02 p=0,03

Une corrélation significative a été observée entre les titres anticorps anti-P. falciparum et
leurs orthologues de P. vivax : Pf27/Pv27 (r=0,86 p=0,0001), Pf43/Pv43 (r=0,33 p=0,03),

Pf45/Pv45 (r=0,35 p=0,03).
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Tableau 6. Corrélation multiple entre les titres d’anticorps anti-P. falciparum et

leurs orthologues de P. vivax dans les échantillons des adultes en 2018

Antigenes Pf27 Pv27 Pf43 Pv43 Pf45 Pv45
Pf27 1
Pv27 r=0,41 1
p=0,0042
Pf43 r=0,23 r=0,46 1
p=0,1095 | p=0,0011
Pv43 r=0,36 r=0,50 r=0,79 1
p=0,0111 | p=0,0003 | p=0,0001
Pf45 r=0,26 r=0,4 r=0,32 r=0,25 1
p=0,070 | p=0,0048 | p=0,0259 | p=0,0929
Pv45 r=0,32 r=0,25 r=0,13 r=0,26 r=0,43 1
p=0,0264 | p=0,0890 | p=0,3714 | p=0,0801 | p=0,0021

Une corrélation significative a été observée entre les titres anticorps anti-P. falciparum et
leurs orthologues de P. vivax, Pf27/Pv27 (r=0,41, p=0,0042), Pf43/Pv43 (r=0,79,
p=0,0001), Pf45/Pv45 (r=0,43, p=0,002).
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Figure 4. Titre moyen d’anticorps contre les antigenes Pf27, Pf43, Pf45 et leurs

orthologues de P. vivax dans les échantillons des enfants et adultes

Le titre moyen d’anticorps anti-Pv27 était significativement plus élevé que celui contre
Pf27 (p=0,0005). En revanche, les titres moyens d’anticorps ne variaient pas entre les

antigenes Pf43 et Pf45 de P. falciparum et leurs orthologues Pv43 et Pv45 du P. vivax.
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Figure 5. Titre moyen d’anticorps contre les antigenes Pv27 et Pf27 en fonction des

groupes d’age

Les titres moyens d’anticorps contre les antigenes Pf27 (p=0,922) et Pv27 (p=0,291) ne

variaient pas significativement entre les adultes et enfants.
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Figure 6. Titre moyen d’anticorps contre les antigenes Pv43 et Pf43 en fonction des

groupes d’age

Les titres moyens d’anticorps anti-Pv43 (p=0,0001) et anti-Pf43 (p=0,002) étaient

significativement plus élevés chez les adultes que chez les enfants.
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Figure 7. Titre moyen d’anticorps contre les antigenes Pv45 et Pf45 en fonction des

groupes d’age

Les titres moyens d’anticorps anti-Pv45 et anti-Pf45 étaient significativement plus élevés

chez les adultes que chez les enfants (p=0,0001).
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Figure 8. Titre moyen d’anticorps contre les antigenes Pf27, Pf43, Pf45 et leurs
orthologues de P. vivax en fonction du sexe

Les titres moyens d’anticorps anti-Pf43 et anti-Pv43 étaient significativement plus élevés
chez les féminins. En revanche, aucune différence significative n’a été observée avec les

autres antigenes en fonction du sexe.

46

Salimata KANTE



7. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Cette étude avait pour but de tester la réactivité de nouveaux antigenes du P. falciparum
Pf27, Pf43 et Pf45 dans le sérum des volontaires vivant a Kéniéroba, une zone d’endémie
a P. falciparum, mais aussi de déterminer la réactivité croisée de leurs segments
orthologues du P. vivax dans la méme zone. En effet, cette réactivité croisée entre les
antigenes de P. falciparum et ceux de leurs orthologues de P. vivax offre une perspective
de mise au point de nouveaux candidats vaccins susceptibles d'étre efficaces a la fois

contre P. falciparum et P. vivax.

Au total, 89 participants ont été inclus dans cette étude dont 41 enfants et 48 adultes. Le
sexe ratio était respectivement de 1,6 et 1,8 en faveur des féminins chez les enfants et
les adultes (tableau 2). Ce méme constat a été déja fait sur le plan national dans I'enquéte
démographique de santé en 2018 au Mali [3], et par Mahamadoun et col dans la méme
zone en 2017 [112]. De facon générale, cette tendance refléte I'évolution démographique
au Mali.

La séroprévalence était globalement faible et variable en fonctions des antigenes testés.
Une réactivité plus élevée a été observée avec les antigenes Pv27 (42,7%) et Pf43
(12,4%) comparée a leurs orthologues Pf27 (29,2%) et Pv43 (6,7% ; tableau 3). En
revanche, nous avons observé une réactivité similaire entre les antigenes P45 (11,2%)
et Pv4d5 (13,5%) Cependant, une étude réalisée en 2014 par Nora et col sur des
échantillons de sérum provenant de zones ou P. vivax est endémique a rapporté que la
réactivité était bonne avec les antigenes Pv27 (60 %), Pv43 (55 %) et Pv45 (57 %) en
Colombie, ainsi qu’en Papouasie-Nouvelle-Guinée avec les mémes antigenes Pv27 (75
%), Pv43 (30 %) et Pv45 (43 %). Cette forte réactivité des antigenes de P. vivax peut
s'expliquer par le fait que les échantillons provenaient d'adultes vivant dans des régions

ou le P. vivax est prédominant [18].

La séroprévalence était significativement plus élevée chez les enfants, notamment pour
les antigenes Pf27 (56,1%, p=0,0001), Pv27 (87,8%, p=0,0001) et Pv45 (29,3%,
p=0,0001). En revanche, nous n’avons pas observé de différence significative dans la
prévalence entre les enfants et les adultes pour les antigenes Pf43, Pv43 et Pf45 (tableau
4).
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De facon générale, les antigenes orthologues de P. falciparum et de P. vivax sont bien
reconnus de maniere similaire pour le méme couple orthologue par les sera d’'une zone
d’endémie a P. falciparum. En effet, une corrélation significative de la prévalence a été
observée chez les enfants entre les couples antigenes orthologues Pf27/Pv27, Pf43/Pv43
et Pf45/Pv45 mais aussi entre les antigénes non orthologues comme Pv43/Pv45 (tableau
5). La méme observation a été faite chez les adultes avec les couples antigénes
orthologues, mais aussi entre les antigenes non orthologues comme Pf27/Pv43 ;
Pf27/Pv45 ; Pv27/Pf43 ; Pv27/Pv43, Pv27/Pf45 et Pf43/Pf45 (tableau 6). Toutefois, nous
avons remargué une forte corrélation des anticorps dirigés contre les couples orthologues
Pf27/Pv27 chez les enfants, tandis que chez les adultes cette corrélation concernait les
couples orthologues Pf43/Pv43.

Le titre moyen d’anticorps anti-Pv27 était significativement plus élevé que celui du Pf27
(p=0,0005). En revanche, ce taux était similaire pour les autres antigenes Pv43 vs Pf43
et Pv45 vs Pf45 (Figure 4). Les titres moyens d’anticorps pour les Pf27 et Pv27 ne
variaient pas significativement entre les enfants et les adultes (Figure 5), contrairement
aux antigénes Pf43 (p=0,0001), Pv43 (p=0,0002), Pf45 (p=0,001) et Pv45 (p=0,0001)
dont les titres moyens d’anticorps étaient significativement plus élevés chez les adultes
(Figure 6 et Figure 7). Globalement, les anticorps pour les antigenes orthologues de Pf
et Pv semble étre acquis dés I'enfance et se renforcent avec I'dge (adultes). Cette
tendance d’acquisition du taux d’anticorps avec I'dge a été observée avec d'autres
antigénes du Plasmodium [113-115]. Il a également été constaté que des sujets vivant
dans des régions ou le paludisme est endémique acquiérent une immunité partielle au fil
des ans suivant une longue exposition aux parasites du paludisme, expliquant ainsi la

forte réactivité observée chez les adultes [64, 116, 117].

En ce qui concerne le sexe, les titres moyens d’anticorps anti-Pf43 et anti-Pv43 étaient
significativement plus élevés chez les féminins mais aucune différence significative n’a
été observée pour les anticorps anti-Pf27, anti-Pv27, anti-Pf45, anti-Pv45 (Figure 8).
Kwenti et col ont fait le méme constat en 2017 au Cameroun que le taux d’anticorps anti-
AMA-1 était plus €levé chez les féminins mais que cette différence n’était pas le cas pour
I'antigene MSP-1 [118].
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La reconnaissance de ces antigenes de P. falciparum et de leurs orthologues de P. vivax
a été déja rapporté par Ayadi et col en 2020 chez des sujets vivant dans différentes zones
d’endémie palustre a P. falciparum. Cette réactivité croisée entre les antigenes
orthologues est expliquée par la similitude qui existe dans leurs séquences peptidiques
comme rapporté par le méme auteur [12]. En outre, cette réactivité croisée pourrait aussi
résulter d’'un contact préalable des populations avec le P. vivax. En effet, l'infection par
P. vivax a été considérée comme absente pendant longtemps dans les populations
africaines a antigene Duffy négatif qui sont principalement concernées par l'infection par
P. falciparum, mais quelques cas d'infection par P. vivax sont maintenant identifiés parmi
ces populations [119]. Au Mali, une faible prévalence de P. vivax a été signalée
récemment [119, 120]. Ce constat permet de suggérer que, dans nos pays, les stratégies
de lutte et l'identification des cibles vaccinales contre le paludisme devraient prendre en
considération les espéces P. falciparum et P. vivax.

Globalement, cette étude a permis de confirmer que le sérum des personnes infectées
par P. falciparum vivant au Mali reconnait les antigenes de P. vivax, établissant ainsi
I'existence d'un degré éleveé de réactivité croisée entre les deux especes de Plasmodium.
Cette observation suggére que parmi les antigenes testés, Pf27/Pv27 et Pf45/Pv45 ont
montré une meilleure réactivité croisée avec le potentiel d'étre sélectionnés comme
candidats. Il convient de noter que l'antigénicité de ces antigénes a déja été testée dans
des sera obtenus de donneurs provenant de pays ou P. falciparum et P. vivax sont
endémiques, et que les anticorps IgG spécifiques purifiés ont montré leur capacité a
reconnaitre les protéines natives en IFAT (Indirect Fluorescence Antibody Test) et leur
activité fonctionnelle en ADCI (Antibody Dependant Cellular Inhibition) [17, 18, 20].

Nos résultats soutiennent ainsi la sélection de candidats vaccins prometteurs a combiner
dans un vaccin polyvalent conférant une protection croisée contre le P. falciparum et P.
vivax. Cette stratégie permettra de surmonter le polymorphisme important des antigenes
de Plasmodium et d’éviter la longue caractérisation de la structure tridimensionnelle des
protéines/domaines natifs. Aussi, la combinaison de deux ou plusieurs antigenes en un
seul produit permettra de réduire considérablement le colt de fabrication et de
développement d'un ou de plusieurs produits vaccinaux, fortement immunogenes et
spécifiques.
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8. LIMITES DE L’ETUDE

Cette étude s’est limitée a la détermination de la réactivité des antigénes Pf27, Pf43, Pf45
de P. falciparum et de leurs orthologues de P. vivax dans des échantillons provenant
d'une zone a forte endémicité a P. falciparum. Des investigations supplémentaires,
incluant une analyse fonctionnelle et la dynamique des anticorps et par la suite leur
association avec la protection contre I'infection et les formes cliniques seront nécessaires.
En outre, la conception des polypeptides (épitopes les plus fréquents pour ces antigénes)
comme candidats vaccins permettra d'évaluer leur immunogénicité et leur efficacité

protective dans des modéles animaux.
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9. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

9.1. Conclusion

La prévalence des anticorps dirigés contre les antigenes de P. vivax dans les sera des
populations de zone d’endémie a P. falciparum suggeére I'existence de réactivité croisée
entre les deux espéces de Plasmodium. Parmi les antigénes testés, les couples
orthologues Pf27/Pv27 et Pf45/Pv45 ont montré une forte réactivité croisée avec le

potentiel d'étre sélectionnés comme candidats vaccins.

9.2. Recommandations
Au terme de cette étude et au regard de nos résultats, les recommandations suivantes
sont formulées :
Aux autorités sanitaires et politiques
e D’encourager et de subventionner d’avantage des études de recherche dans le

cadre de la lutte contre le paludisme.

Aux chercheurs

e De mener d’autres études en vue de mieux caractériser ces antigenes en termes
de leur localisation et de fonctionnalité de leur anticorps ;

e D’évaluer le réle des anticorps produits contre ces antigenes dans la protection
contre les formes cliniques de paludisme dans un grand nombre de participants ;

e De s’intéresser d’avantage aux stratégies d'identification de candidats vaccins qui

soient multivalents et multi-espéces.
A la population

e D’adhérer aux protocoles et de faciliter les études de recherches susceptibles de

déboucher a la mise au point d'un vaccin efficace contre le paludisme.
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11. ANNEXE

Technique ELISA

R/
L X4

Matériels

Machine de lavage des plaques d’ELISA

Lecteur de microplaque

Aspirateur électrique

Agitateur Magnétique

Micropipette multicanale 50-300 ul

Micropipette 10 pl, 20 pl

Microplaque a fond plat

Plaque de dilution ELISA

Basin de solution pour les micropipettes multicanaux

Embout de micropipettes jetables de 1000ul, 200ul, 20ul, 10yl
Flacon de 1000 ml

Tubes jetables de 50 ml et 15 ml

Feuille d'aluminium

Mouchoirs de nettoyage jetable

Gants Stériles

Chronomeétre approprie pour mesurer 15 min a 1 heure d'intervalle.
Réactifs

Antigene de revétement : Pf27, Pv27, Pf43, Pv43, Pf45, Pv45
PBS 1X Bio Concept Cat. No.: 8-05F00-I

Sérum

Eau distillée

Lait (Nonfat dry milk) BIO RAD cat 170-6404

TBS-T (Tris Buffered Saline with Tween®20) Comprimé SIGMA-ALDRICH Lot #
BCCB1564

Substrat peroxydase (SeraCare)

Anticorps anti-IgG humain (SeraCare) Cat. No.: 5220-0330

Solution stop de peroxydase (Dodécyl sulfate de sodium) (SeraCare) 5X.
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% Préparation des solutions

- Solution de lavage : 1 comprimé de TBS-T dans 500 ml d’eau distillée. Mélanger
avec un agitateur magnétique a température ambiante jusqu’a ce que le comprimé
soit dissout

- Tampon de Dilution / Blocage : Lait 5% dans du TBS/T

- Pour préparer 260 ml de Tampon de dilution/blocage, mélanger 13g lait écrémé
en poudre et 260 ml de TBS/T dans un tube & 1000ml sur l'agitateur magnétique
jusqu'a la dissolution complete. Conserver a 4 °C pour un maximum de cing jours

- Lait 2,5% : Pour préparer 100 ml du lait 2,5%, mélanger 50 ml du lait 5% et 50 ml
de TBS/T

- Solution d'anticorps secondaire
Note : Les lyophilisés des anticorps secondaires sont reconstitués a 1 mg/ml
stockés a -20°C.
Pour 10 yl de la solution d’anticorps secondaires (1mg/ml) on ajoute 10 ml du lait
2,5%. Cette solution peut étre préparée pendant que les plaques sont en
incubation avec les anticorps primaires

- Solution stop a 1X : Pour préparer 20 ml de solution stop a 1X, mélanger 4 ml de

solution stop a 5X et 16 ml de 'eau distillée.

Procédures
% Premier jour :
Revétement des plaques avec l'antigéne

Note : Les plaques de polystyrene a 96 puits revétu avec l'antigéne doivent étre
conservées a 4°C
Identifier chaque plaque avec le nom de l'antigéne et la date de revétement avec
marqueur indélébile sur le c6té de la plaque.
- Le revétement de chaque plaque nécessite 5 ml de solution de revétement.
Déterminer le volume total de solution de revétement nécessaire pour revétir le

nombre de plaques Utilisées
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- Diluer l'antigene de revétement dans le tampon de revétement PBS (1X) a une
concentration de 5ug/ml dans un tube de 50 ml ou de 250 ml. La dilution souhaitée
de l'antigene est déterminée par la concentration de la solution mere d'antigéne

- Mélanger la solution en retournant le tube ou le flacon, puis versez la solution dans
le bassin

- En utilisant une micropipette multicanale, mettre dans chaque puits 50pl de la
solution de revétement

- Empilez soigneusement les plaques en utilisant une pellicule en plastique. Laissez
les plaques pendant au moins une nuit au réfrigérateur a 4°C.

% Deuxiéme jour:
Plaques de blocage

- Prendre un nombre désiré de plagues du réfrigérateur
- Laver les plagues a l'aide de la machine de lavage des plaques ELISA
- A l'aide d’'une pipette multicanale, mettre dans chaque puits 200 pul (lait 5%) de
tampon de blocage les couvrir d'une pellicule en plastique et laisser pendant 1
heure a température ambiante.
NOTE : 24 sera en triple exemplaire, a une seule dilution peuvent étre testés sur une
plague. Sérum standard de dilution (sera de référence) sont inclus dans chaque plaque
d’ELISA.

Préparer la dilution de I'anticorps primaire (le sérum) a 1/100 dilué lait PBS-2,5%.

- Application des anticorps primaire (sera)

- Veiller a ce que les plaques de dilution des sera test soient disponibles et a la
température ambiante. Régler le volume de la pipette multicanale a 50ul

- Régler le chronométre a 1 heure

- A laide de la pipette multicanale, mélanger le contenu des puits de la plaque de
dilution et ensuite transférer 50 pl dans les puits de la plague ELISA
correspondante

- Démarrer le chronométre pendant 1 heure et laisser les plagues a température

ambiante
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- Pendant l'incubation avec I'anticorps primaire. Préparer anticorps secondaires

- Lavage puis ajouter I'anticorps secondaire a 1/1000 dilué dans le lait PBS-2,5%

- 50 pl dans chaque puits pendant 1 heure a température ambiante

- Pendant l'incubation avec 'anticorps secondaire, au moins 30 minutes avant la fin

de l'incubation, allumer le lecteur de la plaque ELISA.

Lavage et lI'addition du substrat

- Régler le chronometre a 15 minutes. Des que la plaque est lavée, ajouter 50 pl de
substrat par puits. Démarrer le Chronometre. Recouvrir la plaque avec du papier
aluminium a I'abri de la lumiére

- Aprés les 15 minutes de substrat, on ajoute 50 pl de la solution stop dans chaque
puits avant la lecture

- Lire la plague a 405 nm avec le lecteur ELISA SoftMax®Pro Software a une
densité optique (DO) a 405nm

- Enregistrer les données.
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Résumé

Les protéines de type alpha-hélicoidales sont susceptibles d'induire une production
d'anticorps dirigés contre le Plasmodium. Cette étude avait pour but d'étudier la réactivité
des antigenes de P. falciparum (Pf27, Pf43 et Pf45) avec leurs orthologues de P. vivax
(Pv27, Pv43 et Pv45) dans des échantillons provenant de donneurs de sang de
Kéniéroba, une zone d'endémie de P. falciparum au Mali. Nous avons testé les
échantillons des adultes prélevés en novembre 2018 (n = 48) ainsi que ceux des enfants
prélevés en novembre 2012 (n = 41) dans la méme localité en utilisant la technique
ELISA. La séroprévalence des anticorps anti-Pv27 était de 42,7 % vs 29,2 % pour les
anti-Pf27, de 12,4 % pour les anti-Pf43 vs 6,7 % pour les anti-Pv43, et de 13,5 % vs 11,2
% pour les anti-Pv45 et les anti-Pf45. La séropositivité vis-a-vis des antigénes Pf27
(56,1%, p=0,0001), Pv27 (87,8%, p=0,0001), Pv45 (29,3%, p=0,0001) était nettement
plus élevée chez les enfants. Une positive corrélation statistiquement significative a été
constatée entre les anticorps contre les antigenes de P. falciparum avec leurs
orthologues de P. vivax aussi bien chez les enfants que chez les adultes (p < 0,05). Le
titre moyen des anticorps anti-Pf43 (p = 0,0001), anti-Pv43 (p = 0,0002), anti-Pf45 (p =
0,001) et anti-Pv45 (p = 0,0001) était significativement plus élevé chez les adultes
contrairement aux antigenes Pf27 et Pv27. Par contre, le titre moyen des anticorps anti-
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Pf43 et anti-Pv43 était significativement plus élevé chez les femmes. En conclusion, cette
étude a confirmé l'existence de la réactivité croisée élevée entre les domaines

hélicoidaux des deux espéces de Plasmodium.
Mots clés : Réactivité croisée, P. falciparum, P. vivax, Adultes, Enfants, Mali

Summary

Cross-reactivity of P. falciparum antigens Pf27, Pf43 and Pf45 with their orthologs
Pv27, Pv43 and Pv45 of P. vivax to sera volunteers living in Kéniéroba, Mali

Alpha-helical proteins are likely to induce antibody production against Plasmodium. The
aim of this study was to investigate the reactivity of P. falciparum antigens (Pf27, Pf43
and Pf45) with their P. vivax orthologs (Pv27, Pv43 and Pv45) in samples from blood
donors from Kéniéroba, a P. falciparum endemic area in Mali. We tested samples from
adults collected in November 2018 (n = 48) as well as from children collected in November
2012 (n = 41) in the same locality using ELISA. The seroprevalence of anti-Pv27
antibodies was 42.7% vs 29.2% for anti-Pf27, 12.4% for anti-Pf43 vs 6.7% for anti-Pv43,
and 13.5% vs 11.2% for anti-Pv45 and anti-Pf45. Seropositivity to Pf27 (56.1%,
p=0.0001), Pv27 (87.8%, p=0.0001), Pv45 (29.3%, p=0.0001) antigens was significantly
higher in children. A statistically significant positive correlation was found between
antibodies against P. falciparum antigens with their P. vivax orthologs in both children
and adults (p < 0.05). The mean anti-Pf43 (p = 0.0001), anti-Pv43 (p = 0.0002), anti-Pf45
(p = 0.001), and anti-Pv45 (p = 0.0001) antibody titer was significantly higher in adults
than in Pf27 and Pv27 antigens. In contrast, the mean titer of anti-Pf43 and anti-Pv43
antibodies was significantly higher in women. In conclusion, this study confirmed the
existence of high cross-reactivity between the helical domains of the two Plasmodium

species.

Key words: Cross-reactivity, P. falciparum, P. vivax, Adults, Children, Mali
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