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1. Introduction

Le paludisme est une maladie parasitaire dU a des espéces de Plasmodium (P) dont
les plus courantes en pathologie humaine sont P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale curtisi, P. ovale wallikeri, P. knowlesi et P. cynomolgi [1]. Il reste toujours une
priorité de santé publique malgré la réduction de sa charge dans ces deux dernieres
décennies [2]. P. falciparum et P. vivax sont responsables, ensembles, de plus de 90%
des cas de paludisme recensés dans le monde. Ces deux espéces sont endémiques
dans les régions d’Asie et d’Amérique ou P. vivax représente 74% des cas de

paludisme, et en Afrique ou P. falciparum est a I'origine de 99% des cas cliniques [3].

L’évolution stable voire une légere hausse des cas du paludisme dans certaines
régions dans ces dernieres années, constituent des obstacles majeurs dans I'effort
d’élimination du paludisme [4]. Ces obstacles ont incité a redoubler d’efforts pour
mettre au point de nouveaux outils et stratégies visant a renforcer I'élimination du
paludisme, notamment le développement de vaccins. Le vaccin RTS/S basé sur la
protéine a la surface du sporozoite (CSP) est le premier vaccin antipaludique
recommandé par I'Organisation Mondiale de le Santé (OMS) chez les enfants dans
les zones de transmission modérée a intense de P. falciparum d’Afrique
subsaharienne. Cependant, le vaccin RTS/S ne présente qu’'une efficacité de 39%
contre le paludisme clinigue modéré et 29% contre le paludisme grave [5]. D’autres
candidats vaccins contre P. falciparum comme le vaccin R21 (basé sur le méme
antigene) et le vaccin Pf-SPZ (basé sur des parasites entiers cryoconserveés) se sont
révélés sirs et tres immunogénes avec une efficacité prometteuse contre le paludisme
[6-8].

Bien que la recherche sur le vaccin contre P. vivax accuse un retard par rapport a P.
falciparum, des candidats vaccins sont également en phases précliniques et cliniques
comme la protéine a la surface du sporozoite du stade pré-érythrocytaire (CS) de P.
vivax [9-11]. Parallelement, d’autres antigénes exprimés au stade sexué du parasite
comme Pvs48/45, Pvs25 et Pvs230 [12-17] et au stade asexué contenant des motifs
en spirale [18, 19] figurent parmi les candidats vaccins les plus prometteurs [18, 20-
22]. Pvs48/45 est une protéine orthologue de P. falciparum dont les génes sont

hautement conservés et présentent une homologie de séquence globale de 56% entre




P. falciparum et P. vivax [23-25]. En outre, le faible polymorphisme génétique ne

semble pas influencer sa structure tertiaire ou son antigénicité [26].

Des études récentes ont démontré que des sérums provenant des zones endémiques
palustres a P. vivax ou a P. falciparum présentent une reconnaissance élevée de la
protéine Pvs48/45 [27]. En plus, il a été observé que les souris immunisées avec
Pvs48/45 présentaient une forte réactivité croisée avec le Pfs48/45 montrant ainsi que
les deux antigenes sont capables de se stimuler mutuellement dans l'induction de la
réponse immunitaire [23-25, 28, 29]. Cette étude a été initiée pour évaluer la réactivité
de lantigéne rPvs48/45 (protéine recombinante de Pvs48/45) avec les sérums
provenant des zones endémiques a P. falciparum d’Afrique. Les résultats de cette
étude contribueront a renforcer les efforts du développement de potentiels candidats
vaccins, surtout un vaccin multi-espéces contre les deux espéces plasmodiales les

plus répandues au monde.




2. Objectifs

2.1. Objectif général

Evaluer la réactivité croisée de la protéine rPvs48/45 avec les sérums des individus

vivant dans des zones d’endémie palustre a P. falciparum en Afrique.

2.2. Objectifs spécifiques

» Déterminer la réactivité croisée de la protéine rPvs48/45 avec les sérums des
individus naturellement exposés a P. falciparum en Afrique ;

» Comparer le titre médian d’anticorps anti-rPvs48/45 dans les sérums provenant
du Mali et de la Tanzanie en fonction des groupes d’age et du sexe ; et

» Analyser 'homologie de séquence entre la protéine Pvs48/45 de P. vivax avec

son orthologue Pfs48/45 de P. falciparum.




3. Généralités sur le paludisme

3.1. Définition du paludisme

Le paludisme est une érythrocytopatie fébrile et hémolysante, causée par un
hématozoaire du genre Plasmodium, transmis a ’'homme par la piqure infectante du

moustique femelle du genre Anopheles [30].
3.2. Epidémiologie du paludisme

L’organisation mondiale de la santé (OMS) dans son rapport 2022 sur le paludisme, a
estimé a 247 millions le nombre des cas de paludisme dont 619 000 déces a travers
le monde [31]. La région Africaine de 'OMS continue de supporter une part importante
et disproportionnée de la charge du paludisme. Plus de 95% de ces cas et décés sont
recensés en Afrique, et particulierement chez les enfants de moins de 5 ans. Les
perturbations liees a la COVID-19 ont entrainé environ 13 millions de cas de paludisme
supplémentaires et 63 000 déces di au paludisme [31]. Bien qu’un recul de l'incidence
du paludisme a été observé a partir des années 2000, mais un ralentissement voire
une petite augmentation du nombre de cas du paludisme a été constaté depuis 2015
[32].

Quatre pays de la région Africaine ont enregistré prés de la moitié des cas a I'échelle
de la planete en 2021 : le Nigéria (26,6%), la République démocratique du Congo
(12,3%), 'Ouganda (5,1%) et le Mozambique (4,1%). En 2021, I'Arabie saoudite n’a
rapporté aucun cas de paludisme indigéne pour la premiere fois, alors que pour la
guatrieme année consécutive, la République Islamique d’lran n’a signalé aucun cas
de paludisme indigéne. Les derniers cas de paludisme indigéne rapportés par le Maroc
et la République arabe Syrienne remontent en 2004, pour I'lrak en 2008 et pour 'Oman
en 2007. A I'exception de la Djibouti, du Soudan et du Yémen, tous les pays de la
région n’ont rapporté aucun cas de déces di au paludisme en 2021 [33].

Le paludisme est répandu dans les régions tropicales et subtropicales, notamment en
Afrique subsaharienne, en Pacifique, et en Asie. Sept especes sont responsables de
la maladie chez 'homme : P. falciparum, P. vivax, P. ovale curtisi, P. ovale wallikeri,
P. malariae, P. knowlesi, P. cynomolgi [34]. P. falciparum est le parasite provoquant le

plus de décés et c’est aussi le plus répandu sur le continent africain. P. vivax est




'espece dominante dans la plupart des pays en dehors de I'Afrique subsaharienne
[35].

La région Africaine de 'OMS couvre 95 % de tous les cas de paludisme (234 millions
de cas) en 2021. La région Asie du Sud-est comptait neuf pays endémiques qui ont
enregistré pres de 2 % de la charge du paludisme dans le monde en 2020. La plupart
des cas dans la région se sont concentrés en Inde (79 %). De 2000 & 2021, le nombre
total de cas de paludisme a diminué de 76 %, passant de 22,8 millions & 5,4 millions
dans la région. En 2021, la région Méditerranée orientale couvrait 2,5 % des cas de
paludisme a I'échelle de la planéte. Le Soudan a enregistré a lui seul 54% des cas de
paludisme de la région, suivi par 'Afghanistan, le Djibouti, le Pakistan, la Somalie et le
Yémen [33]. Prés d’un quart des cas en 2019 étaient di a P. vivax, principalement en
Afghanistan et au Pakistan [32]. Dans la région Pacifique occidental, le nombre total
de cas de paludisme a diminué de 49 %, passant de 2,8 millions en 2000 a 1,4 million
en 2021.

En 2021, la Chine a été déclarée par 'OMS exempte de paludisme alors que la
Malaisie n’a enregistré aucun cas de paludisme chez ’homme pour la quatriéme année
consécutive. La région d’Amérique a couvert 0,2 % des cas de paludisme a I'échelle
de la planéte, selon les estimations en 2021. De 2019 a 2021, certains pays ont
enregistré une baisse significative de leur nombre de cas de paludisme, notamment le
Venezuela (-263 000), le Pérou (-22 000), le Brésil (-17 000) et la Colombie (-17 000)
[33]. La distribution du paludisme est extrémement variable d’'une zone géographique
a une autre. Elle est sous la dépendance de plusieurs facteurs liés au vecteur, a I’hote,
au parasite et a I'environnement [36]. L’'indice de stabilité déterminé par Mac Donald

permet de classer '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 cliniqgues graves chez les jeunes enfants agés ;

> les zones de paludisme instable ou épidémique : la transmission du paludisme
est trés courte et le paludisme sévit sous forme épidémique. Ce caractere
episodique de la transmission ne permet pas le développement de la
prémunition. Tous les individus quel que soit 'adge sont a risque de développer
la maladie [37].




Dans

une population donnée, les indices paludométriques qui permettent de

déterminer 'endémicité du paludisme sont :

R/
A X4

X/
°e

I’Indice Splénique (IS): c’est le pourcentage des enfants agés de 2-9 ans
présentant une rate palpable a I'examen clinique dans une population
examinée.

I’Indice Plasmodique (IP) : c’est le pourcentage des enfants agés de 2-9 ans
dont les frottis sanguins relevent la présence de formes asexués
d’hématozoaires du paludisme dans une population examinée.

I’Indice Gamétocytaire (IG) : c’est le pourcentage de personnes dans une
population examinée présentant les formes sexuées du Plasmodium.

le Taux d’Inoculation Entomologique (TIE): c’est le nombre de piqures
infectantes que recoit une personne pendant un intervalle de temps donné.
C’est le produit de I'agressivité des moustiques par I'indice sporozoitique et est

directement corrélé a I'intensité de la transmission.

Ces indices permettent de classer les zones en termes d’endémicité du paludisme. lls

ont permis de définir 4 zones selon le niveau de transmission du paludisme [38].

Zone hypoendémique : I'lS est compris entre 0 et 10% ou I'lP<25%. Dans
cette zone, I'état de prémunition de la population est faible et le risque
d’épidémie est élevé selon les conditions climatiques. Le paludisme est instable
et toute la population est exposée au méme risque du paludisme sévere ou
compliqué.

Zone meésoendémique : I'lS est compris entre 11 et 50% ou I'IP entre 26 et
50%. Dans cette zone, I'état de prémunition de la population est faible. Le risque
épidémique existe. Des cas d’accés pernicieux sont observés chez les adultes
jeunes.

Zone hyperendémique : I'lS est compris entre 51 et 75%, I'lP entre 51 et 75%.
L’état de prémunition a atteint son maximum. C’est une zone sans risque
epidémique. Mais il existe un risque important de paludisme grave et compliqué
pour les enfants de moins de 5 ans et les patients provenant de zones non-
paludéennes. Le taux de mortalité infantile liée au paludisme reste élevé. Les

acces palustres peuvent évoluer en paludisme grave.




e Zone holoendémique : I'lS et I'lP sont tous supérieurs a 75%. Il s’agit des
zones de barrages. L’état de prémunition est solide. Le risque épidémique est
guasiment nul. Cependant, il existe un risque important de paludisme grave et
compliqué pour les patients neufs, la morbidité et la mortalité infantile liée au

paludisme restent notoires.

Au Mali, le risque de transmission du paludisme a été faite sur la base du cadre
pour I'élimination du paludisme de 'OMS de 2017, les données d’indice ajustée
des districts sanitaires et des aires de santé ont été utilisées. L’intensité de

transmission du paludisme a ainsi été stratifiée comme suit (source PNLP) :

» zone de tres faible transmission : l'incidence ajustée aux taux de test
diagnostic et de fréquentation inférieure a 100 cas pour 1000 personnes-
année ;

» zone de faible transmission : lincidence ajustée aux taux de test
diagnostic et de fréquentation entre 100 et 250 cas pour 1000 personnes-
année ;

» zone de transmission modérée : l'incidence ajustée aux taux de test
diagnostic et de fréquentation entre 250 et 450 cas pour 1000 personnes-
année ;

» zone de forte transmission ; I'incidence ajustée aux taux de test diagnostic

et de fréquentation supérieure a 450 cas pour 1000 personnes-année.

3.3. Vecteurs du paludisme

La transmission du paludisme est assurée par les moustiques Culicidea du genre
Anopheles dont il existe plus de 400 espéces, seule une cinquantaine est capable de
transmettre le paludisme a ’lhomme. Les vecteurs responsables de la transmission en
Afrique sont : An. gambiae et An. funestus [39]. La distribution de ces vecteurs dépend
fortement des variations spatiales et temporelles, An. funestus étant abondant pendant
la saison froide et seche, An. gambiae pendant la saison des pluies [40, 41]. Seule la

femelle hématophage assure la transmission du parasite.

3.4. Agents pathogénes du paludisme

by

Le Plasmodium appartiennent au Phylum des Apicomplexa, a la Classe des

Aconoidasida, a I'Ordre des Haemosporida, a la Famille des Plasmodiidae et au Genre




Plasmodium [42]. Il existe de trés nombreuses espéces de Plasmodium touchant

diverses espéeces animales, mais les plus retrouvées en pathologie humaine sont [43]:

3.4.1. Plasmodium falciparum

P. falciparum est plus largement répandu a travers le monde. Il est responsable de
plus de 99% des cas de paludisme en Afrique et est responsable des formes cliniques
graves potentiellement mortelles. P. falciparum développe plus fréquemment des
résistances aux antipaludiques [32]. Il est responsable de la fievre tierce maligne [36].
Sa transmission se fait pendant toute 'année avec des recrudescences saisonnieres.

On n’observe pas de rechutes tardives comme avec les autres espéces [44].

3.4.2. Plasmodium vivax

C’est la deuxieme espece la plus fréquente apres P. falciparum. Il est trés largement
répandu en Amérique du Sud et en Asie, mais beaucoup plus rarement en Afrique
(Afrique de I'est et dans les iles de I'océan Indien). Les érythrocytes du groupe sanguin
Duffy négatif, observé surtout chez des sujets originaires d’Afrique de l'ouest et
centrale, ne possedent pas le récepteur membranaire habituellement nécessaire a
l'infection par P. vivax [44, 45]. Sa transmission s’arréte en dessous de 15°c. Sa
période d’'incubation est comprise entre 11 a 15 jours. On peut observer des acces de
reviviscence dues au réveil des formes dormantes, les hypnozoites pendant 3 a 4 ans.
L’infection par P. vivax est classiguement considérée comme bénigne. Dans les zones
d’endémie, il peut entrainer des répercussions sur I'état de santé des populations
comme l'anémie. Des cas de résistance de P. vivax commence a s’observer a la

chloroquine [44].

3.4.3. Plasmodium ovale

Plasmodium ovale est biologiguement et morphologiquement tres semblable a P.
vivax, il est essentiellement présent en Afrique intertropicale du centre et de I'ouest, et
dans certaines régions du Pacifiqgue occidental. Son incubation peut aller de 15 jours
a 4 ans. Il provoque une fiévre tierce comme P. vivax, et ses manifestations cliniques
sont généralement modérées. Les méthodes de la biologie moléculaire ont démontré
gue P. ovale se compose de deux sous-espéeces bien distinctes : P. ovale curtisi et P.

ovale wallikeri [46]. Schématiquement, on dit que P. ovale remplace P. vivax en Afrique




la ou cette derniére espéce n’existe pas. Les deux sous espéces ont une morphologie

similaire [47].
3.4.4. Plasmodium malariae

Cette espece sévit dans les pays tropicaux de maniere beaucoup plus sporadique. Il
se différencie des autres espéces par sa période d’incubation plus longue allant de 15
a 21 jours et des rechutes trés tardives jusqu’a 20 ans dont les mécanismes
physiopathologiques ne sont pas totalement clairs mais certains évoquent la présence
de mérozoites latents dans les voies lymphatiques [48]. L’infection par P. malariae est

bénigne mais il peut parfois entrainer des complications rénales [49].

3.4.5. 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 répartition des signes macaques, son héte
habituel, et de son vecteur piquant 'homme et le singe. Il est morphologiquement
proche de P. malariae. Il se différencie des autres especes par un cycle érythrocytaire
de 24 heures responsable d'une fiévre quotidienne. Il existe de rares formes graves,
voire mortelles, avec de forte parasitémie. A ce jour, aucune chimiorésistance n’a été

observée avec cette espéce [44].

3.4.6. Plasmodium cynomolgi

P. cynomolgi fait partie des espéces plasmodiales infectant les singes macaques
comme P. knowlesi et, est principalement rencontré en Asie du Sud-est. Il possede
des caractéristiques biologiques et génétiques proches de P. vivax [50]. Récemment,

un cas de paludisme causé par P. cynomolgi a été signalé a l'est de la Malaisie [51].

3.5. Cycle biologique du Plasmodium (figure 1)

Les plasmodies sont des protozoaires ayant un cycle complexe qui se déroule
successivement chez 'homme (phase asexuée chez I'hote lintermédiaire) et chez
'anophele (phase sexuée chez I'héte définitif). La connaissance du cycle du paludisme
permet de comprendre les modalités de transmission. Il est transmis par la pigure de
'anophéle femelle mais la phase sanguine du cycle rend possible d’autres modes de
contamination telles que la transmission congénitale, la transmission transfusionnelle

et par greffe d’'organe [52].
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3.5.1. Cycle chez I'anophéle (phase sexuée)

Au cours d'un repas sanguin chez un individu infecté, 'anophéle femelle ingére des
gameétocytes a potentiels sexuels. Ceux-ci vont, dans l'intestin de 'anophéle vont se
différencier en gametes males et femelles. Les gamétocytes males se différencient en
microgamétes (4 a 8) rendus trés mobiles par un processus d’exflagellation, tandis que
les gamétocytes femelles se différencient en macrogameétes (ovules). La rencontre
entre ces gametes produit un zygote mobile appelé ookinete [53]. Celui-ci pénétre
dans la paroi intestinale ou il s’implante sous la paroi stomacale en formant 'oocyste.
A l'intérieur de cet oocyste (breve phase diploide) se forment plusieurs sporoblastes,
dans lesquels se développent des milliers de sporozoites par sporogonie. Ces
sporozoites haploides et mobiles perforent la coque de I'oocyste, puis passent dans
I’'hémolymphe pour aboutir au niveau des glandes salivaires du moustique ou ils vont
acqueérir leur pouvoir infectieux [54]. Chez le moustique, le cycle se déroule en une

quinzaine de jours, selon la température extérieure et I'’humidité.

3.5.2. Cycle chez ’'Homme (phase asexuée)

La phase humaine du cycle de développement du Plasmodium est constituée de deux
phases : une phase exo-érythrocytaire et une phase érythrocytaire.

3.5.2.1. Phase exo-érythrocytaire

Cette premiére phase du cycle chez 'homme se déroule au niveau hépatique. Lors
d’'une piglre, 'anophele femelle portant des sporozoites infectieux dans sa salive, les
injecte dans un capillaire. En moins d’'une demi-heure, ces sporozoites migrent
rapidement vers le foie via la circulation sanguine, et envahissent les hépatocytes dans
lesquels se déroule la phase hépatique. Dans les hépatocytes, les sporozoites se
développent en trophozoites qui subissent une multiplication immédiate (schizogonie
hépatique ou exo-érythrocytaire) pour donner des schizontes renfermant des
mérozoites. A maturité, les schizontes éclatent et libérent plusieurs mérozoites dans
la circulation sanguine, capables d’infecter les globules rouges. La phase exo-
erythrocytaire est asymptomatique et dure 10 a 15 jours. Cependant, chez certaines
especes plasmodiales (P. ovale, P. vivax), on retrouve des formes persistantes
hépatiques ou hypnozoites qui peuvent rester cachées sans se multiplier durant

plusieurs mois ou années puis reprendre le cycle plus tard.
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3.5.2.2. Phase érythrocytaire

Les mérozoites issus de la phase hépatique, présents dans la circulation sanguine,
envahissent les globules rouges. Dans ces derniers, les mérozoites se développent
d’abord en anneau (ring) puis en trophozoites. Au cours de ce stade, une intense
activité métabolique (approvisionnement en acides aminées, synthése nucléique et
protéique) se développe. Le parasite peut dégrader jusqu'a 75% d’hémoglobine de la
cellule héte pour se nourrir et former le pigment malarique. Au bout d'une trentaine
d'heures aprés l'invasion, le parasite est prét a commencer sa division nucléaire : c'est
la schizogonie érythrocytaire. L'éclatement des schizontes mars libére dans le sang
des mérozoites et des déchets métaboliques (pigments et débris cellulaires pyrogénes
responsables des accés de fievre). Ceci s’accompagne également d’un relargage des
antigénes parasitaires dans le sang. Cette nouvelle génération de mérozoites réinfecte
rapidement les érythrocytes. La phase érythrocytaire qui dure environ 48 heures induit
un spectre de symptémes chez ’homme responsable de la morbidité et de la mortalité

associés a l'infection.

Apres quelques cycles érythrocytaires, des gamétocytes se différencient en
gamétocytes males et femelles, lesquels ne pourront poursuivre leur évolution que
chez le moustique. lls restent vivants une vingtaine de jours chez I'h6te humain puis

disparaissent.
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Figure 1. Cycle de développement du Plasmodium (Source : [55])

3.6. Physiopathologie du paludisme

Le paludisme et ses complications sont la résultante d’'une cascade d’événements
physiopathologiques, influencés a la fois par les facteurs liés au parasite (espéce

plasmodiale et virulence) et ceux liés a I'h6te (immunité et susceptibilité génétiques).

Les symptdmes du paludisme commencent a se prononcer a partir du stade intra-
érythrocytaire du cycle de développement du parasite. La fiévre, lors de I'acces simple,
survient au moment de la lyse des hématies qui liberent les mérozoites, ’'hémozoine
(pigment malarique) et d’autres substance comme le TNF-alpha, I'IL-1 et I'lL-6 [56].
Toute une série de cytokines peuvent avoir un effet pyrogéne telles que I'lL-1, I'lL-6 et
la lymphotoxine B ; mais c’est le TNF-alpha dont le lien avec la fievre a été le mieux
établi [57]. La fievre n’apparait que lorsque la parasitémie atteint un seuil critique (seuil
pyrogéne), variable d’'un sujet a l'autre et d’'une souche parasitaire a I'autre. La fievre
prend une allure continue ou irréguliére selon la parasitémie. Au cours de l'infection
palustre, le systeme phagocytaire débarrasse l'organisme non seulement des
pigments malariques mais aussi des débris érythrocytaires ce qui aboutit a 'hépato-

splénomégalie [58].
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Le paludisme grave s’observe chez les jeunes enfants, les femmes enceintes, les
expatriés provenant de zones non-endémiques palustres [59]. Les concepts
physiologiques du paludisme grave font intervenir deux phénomenes
interdépendants : la séquestration qui aboutit a une obstruction du microcapillaire par
les globules rouges a la suite de I'auto-agglutination, de la formation de rosette « ou
rosetting » et de la cytoadhérence ; et le systeme immunitaire qui implique les

réponses a mediation cellulaire et humorale.

3.7. Immunité antipalustre

Dans les zones d’endémie palustre ou la population est quasiment exposée en
permanence a des infections plasmodiales, [I'héte (Homme) développe
progressivement des réponses immunitaires qui protégent contre les formes cliniques

graves avec l'age.

Les réponses immunitaires sont régulées aussi bien par le systéme immunitaire non-
spécifique dit 'immunité naturelle (ou innée) que par le systeme immunitaire spécifique
ou acquis, tous régulés par des facteurs érythrocytaires (traits drépanocytaire, groupe
sanguin Duffy négatif, alléles HLA), le polymorphisme de la réponse immune, les

facteurs ethniques et les facteurs environnementaux [60, 61].

3.7.1. Immunité naturelle ou innée

L'immunité innée se mobilise dés le début de l'infection en attendant la mise en place
de 'immunité acquise. L'immunité innée est assurée par les cellules phagocytaires,
les molécules et les enzymes (lysosomes). Les mécanismes cellulaires et humoraux
de cette défense dite « non spécifique » ne sont pas tres bien connus. Des études
récentes ont permis de démontrer qu'une famille de protéines codée par la lignée
germinale (Toll-Like Récepteurs ou TRL) serait importante pour la défense innée de
'héte, aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés [56] et que l'infection
palustre induit I'activation des récepteurs Toll-Like, TLR1, TLR2, TLR9 [62].

Parmi les cellules en premiére ligne dans la réponse immunitaire innée contre
l'infection palustre, on distingue les cellules dendritiques (DC), les lymphocytes T
gamma delta (Tyd) et les cellules tueuses naturelles (cellules NK). Ces cellules sont
impliquées dans I'élimination des érythrocytes infectés ainsi que des hépatocytes

infectés. D’autres cellules comme les neutrophiles, le systeme monocyte/macrophage,
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jouent également un réle important dans I'élimination des parasites par le biais de la
phagocytose et de la cytotoxicité cellulaire. Les cellules NK stimulent la production
d’IFN-y qui active a son tour le macrophage conduisant ainsi a la phagocytose et la

lyse des cellules parasitées [63].

3.7.2. Immunité adaptative ou acquise

3.7.2.1. Réponse humorale

L’immunité acquise joue un réle essentiel dans la protection contre le paludisme. Cette
immunité s’acquiert progressivement et lentement en situation d’exposition continue.
Cette immunité n’est pas stérilisante. Elle n'empéche pas d’étre de nouveau contaminé
et ne permet pas de se débarrasser totalement du parasite ; mais elle empéche
progressivement la survenue de formes cliniques graves. Cela explique pourquoi en
zone de transmission intense, les jeunes enfants payent le plus lourd tribut a la maladie
lorsque la protection maternelle transmise s’amenuise et jusqu’a 4 a 6 ans [64]. Cet
état immunitaire permet de contréler la parasitémie a un seuil qui n’entraine pas les

manifestations cliniques du paludisme.

De nombreux travaux en zone d’endémie palustre ont démontré que l'induction de
limmunité antipaludique adaptative nécessite une exposition longue. Elle se met en
place progressivement avec I'age et les expositions répétées. Elle fait intervenir non
seulement la réponse humorale mais aussi la réponse a médiation cellulaire [65].
L’immunité humorale acquise est principalement dirigée contre le stade érythrocytaire
asexué, les cibles principales étant les mérozoites extracellulaires en circulation, mais
le stade pré-érythrocytaire est également visé par les réponses immunitaires

protectrices [65].

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 les immunoglobulines G (IgG)
et d’autres isotypes d'immunoglobine. Bien que des isotypes différents puissent avoir
des fonctions protectrices, le réle des IgG dans la protection contre I'infection palustre
a été largement évoqué [66]. Les sous-classes cytophiliques IgG1 et IgG3 ont été

freiguemment rencontrées dans le sérum des personnes protégées contre le
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paludisme. L’augmentation de la concentration de ces anticorps I1gG peut étre

associée a une diminution du risque d’infection palustre.

La sous-classe 1gG4 qui est non-cytophilique tout comme IgG2 peut inhiber les
meécanismes effecteurs par inhibition des anticorps cytophiliques [67]. Le role
protecteur des immunoglobulines IgM et IgA contre le paludisme n’est pas bien

élucidé. De méme, aucune fonction spécifique antique n’a été attribuée aux IgA [68].

En revanche, une élévation des anticorps antipalustres de type IgE a été observée au
laboratoire chez ’'homme et les animaux au cours de l'infection palustre, traduisant le
passage des activités régulatrices des cellules T de Th1 a Th2 en raison de I'exposition
répétée des cellules du systéme immunitaire aux parasites du paludisme [69]. Il a été
mentionné au cours des études d’'une part, que I'élévation de la concentration d’'IgE
pourrait étre associée a I'apparition du paludisme cérébral [68], et d’autre part, une
association positive entre la faible parasitémie et le taux élevé d’IgE spécifique
d’antigénes de P. falciparum [70]. Tous les mécanismes par lesquels les anticorps
agissent contre le Plasmodium ne sont pas connus, mais les plus évoqués sont
linhibition de linvasion des hépatocytes par les mérozoites, l'inhibition de la
croissance intra-érythrocytaire du parasite, la clairance des érythrocytes infectés par
ADCI « Antibody Dependent Cellular Inhibition : l'inhibition cellulaire dépendante des
anticorps » [71].

3.7.2.2. Réponse cellulaire

Les cellules T CD4* (T helper) et les T CD8* (T cytotoxiques) interviennent dans
limmunité antipalustre. |l est actuellement bien établi que les cellules T CD4* et T
CD8* reconnaissent des peptides antigénigues du Plasmodium présentés
respectivement par les molécules du CMH classe Il et classe | exprimées a la surface
des hépatocytes infectés [72, 73]. Il a été démontré que les cellules T CD4* de type
Th1 spécifiques d’épitopes de la CSP sont capable de conférer la protection contre P.
yeolii chez la souris [74]. Les lymphocytes T CD4* peuvent par le biais des cytokines
activer les cellules T cytotoxiques contre les hépatocytes infectes. lls sont essentiels
a la protection contre les formes asexuées sanguines du Plasmodium aussi bien chez

’homme que chez la souris.
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Chez la souris, les érythrocytes infectés induisent des réponses cellulaires T CD4* et
CD8* spécifiques de P. berghei. En outre, ce parasite exprime des antigenes
présentés par les cellules dendritiques lesquelles induisent des cellules T cytotoxiques
spécifiques [75, 76]. 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 [77]. Les études de
vaccination chez '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 [78].
3.7.3. Antigenes candidats vaccins

Les candidats vaccins contre le paludisme sont constitués d’antigénes qui servent de
cibles pour le systeme immunitaire. Ces antigenes peuvent étre des protéines entieres
exprimées par le parasite ou des sous-unités qui stimulent le systéme immunitaire.
Tous les stades du cycle de développement du parasite chez I'h6te sont étudiés sur le
plan immunologique afin de connaitre les antigénes susceptibles d’étre utilisés comme
un vaccin [79]. Les antigénes des formes asexuées les plus étudiés durant les
dernieres décennies sont le MSP1 (Protéine-1 a la surface du mérozoite), ’AMA1
(Antigéne-1 de la membrane Apicale du Mérozoite), TEBA175 (Antigéne d’adhésion

érythrocytaire 175), le MSP2 (Protéine-2 a la surface du mérozoite).

Les études ont montré que ces antigénes provoquent la production des anticorps qui
jouent un réle important dans la réponse immunitaire par différents mécanismes :
inhibent la liaison avec les cellules et bloquent I'invasion de mérozoites in-vitro [80] et
l'inhibition de la croissance des parasites [81]. Mais I'efficacité de ces antigénes reste
toujours faible a cause de la diversité antigénique du parasite. 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 mérozoite 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 [82] et d’'un adjuvant complexe, 'AS02A [83]. Parmi plus de 30 candidats vaccins
antipaludique [84], RTS,S/AS01 est le seul ayant atteint un stade d’évaluation clinique

avance, reéalisé conformément aux directives de 'OMS garantissant la qualite,

e
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'innocuité et I'efficacité des vaccins recombinants ciblant les parasites plasmodiaux
aux stades pré-érythrocytaire et sanguin [85] et qui a été recommandé chez les enfants

dans les zones a transmission modérée a forte du paludisme a P. falciparum [86].

En Gambie, le RTS,S/AS02 a réduit de 34% le risque de nouvelle infection d’adultes
sur une période de 15 semaines [87]. RTS,S/ASOL réduirait de 46% le risque de
développer un accés palustre et de 35,5% celui de contracter une forme sévére du
paludisme chez des nourrissons de 5 a 17 mois dont le vaccin a été administré. |
permettrait aussi de diminuer de 41,5%, le nombre d’hospitalisations liées au

paludisme [88].

Les vaccins du stade érythrocytaire asexué visent soit a empécher l'invasion des
hématies et donc a contréler 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 l'invasion des érythrocytes [89].

3.7.4. Vaccins au stade sexué du développement du Plasmodium

Actuellement, les efforts se concentrent sur I'identification des potentiels candidats
vaccins ciblant les formes sexuées dans le but de bloquer la transmission du
paludisme. Plusieurs antigénes du stade sexué sont en cours d’évaluation en tant que
potentiels candidats vaccins mais les plus prometteurs des candidats vaccins bloquant
la transmission du paludisme (MTBV) sont les antigenes parasitaires Pfs230, Pfs48/45
et Pfs25.

Contrairement aux anticorps dirigés contre les antigenes pré-érythrocytaires et
sanguins, la prévalence des anticorps spécifiques au stade sexué n’augmenterait pas
avec I'age [90]. On sait peu de choses sur le taux d’induction ou la longévité des
réponses anticorps au stade sexué et cela peut étre important pour la stimulation
naturelle de toute réponse induite par le vaccin. Les réponses immunitaires
naturellement acquises contre les stades sexués de P. falciparum peuvent réduire la
transmission du paludisme des humains aux moustiques. Ces antigénes sont des

vaccins candidats bloquant la transmission, mais on en sait peu sur I'acquisition de
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limmunité au stade sexué aprés exposition aux gamétocytes, ou sur leur longévité et

leur fonctionnalité.

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
I'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 bloquant la
transmission. Les antigenes candidats vaccins sont entre autres: Pfs25, Pfs28,
Ps230, Ps45/48 [91] [29].

La protéine Ps48/45 (Pfs48/45 et Pvs48/45) est une protéine de surface des
gameétocytes de 48/45 kDa du Plasmodium. Le développement du parasite chez le
moustique peut étre évité par la présence d’anticorps antipaludiques bloquant la
transmission dans le repas de sang ingéré. Chez I'héte, le gamétocyte est localisé
dans le cytoplasme du globule rouge et il est alors relativement a I'abri des
mécanismes de défense immunitaire humorale de I'’héte, mais il peut étre phagocyté
par les macrophages ou étre inactivé (incapable de se transformer en gameétes) par
les cytokines et les anticorps. Les anticorps anti-Ps48/45 sont présents dans les
sérums humains des zones endémiques et joueraient un réle dans I'immunité bloquant

la transmission dans ces zones [92].

Les anticorps contre I'antigéne Ps48/45 provoquent une réduction significative de la
transmission du paludisme en raison de l'inhibition du développement des zygotes et
de l'infection par les moustiques. L’antigéne Ps48/45 est spécifiquement exprimé dans
les gamétocytes et les gameétes [24]. Les anticorps humains réduisant la transmission
sont ingérés par les moustiques anophéles avec les gamétocytes et peuvent interférer
avec la formation du zygote et, par conséquent, impacter le développement ultérieur
du parasite chez le moustique vecteur. Les interventions qui peuvent bloquer la
transmission de P. falciparum entre I'h6te humain et le vecteur anophéle ont le
potentiel de réduire l'incidence du paludisme. Ps48/45 est une protéine de surface
gameétocytaire critique pour le développement et la transmission des parasites, et son
ciblage par l'anticorps monoclonal (mAb) 85RF45.1 a conduit a la réduction

significative de la transmission palustre [93].
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Les molécules de surface des gametes Ps48/45 sont également exprimées dans les
gameétocytes circulant dans le sang humain et des réponses anticorps contre ces
antigénes détectés chez des individus naturellement exposés. Cela permet d’étudier
la nature et la durée de l'immunité spécifique au stade sexué chez les individus
naturellement infectés. Des réponses anticorps spécifiques au stade sexué
naturellement acquises peuvent étre acquises apres exposition aux gametocytes et

rapidement induites dans le cadre de la réponse initiale a l'infection.
3.8. Diagnostic biologique

Les méthodes de diagnostic du paludisme sont nombreuses, les plus utilisées sont :
les tests de diagnostic rapide (TDR) dont le principe est basé sur la détection
d’histidine riche protéine 2 (HRP-2) du parasite, de la lactate déshydrogénase et de
l'aldolase. Ces tests ont une sensibilité entre 88 et 99% pour P. falciparum mais une
mauvaise sensibilité pour les autres espéeces du Plasmodium particulierement P. ovale
et P. malariae [94]. lls doivent toujours faire I'objet d’'une confirmation par un frottis
sanguin. Les frottis sanguins (goutte épaisse et frottis mince) dont le principe est basé
sur la détection des parasites dans un étalement sanguin en utilisant la microscopie

optique.

Les méthodes moléculaires bien qu’ayant une sensibilité élevée sont rarement
utilisées en zone d’endémie palustre soit a cause du codlt élevé des techniques de
polymérisation en chaine (PCR) ou du colt élevé de la formation spécifique des

techniciens de laboratoire.

3.9. Prevention et prise en charge du paludisme

Les différentes stratégies de prévention contre le paludisme au Mali sont :

- la lutte antivectorielle (utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides a
longue durée d’action, utilisation de biolarvicides pour la destruction des gites

larvaires et des répulsifs ;
- la pulvérisation intradomiciliaire ;

- le Traitement Préventif Intermittent (TPI) utilisant la sulfadoxine-pyriméthamine chez

les femmes enceintes ;
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- la Chimioprévention du Paludisme Saisonnier (CPS) chez les enfants de 3 a 59 mois
a base de Sulfadoxine-pyriméthamine (AQ+SP) a intervalles réguliers d’'un mois. La
posologie recommandée en fonction de I'age est pour les Nourrissons <12 mois : AQ-
moitié d’'un comprimé a 153 mg une fois par jour pendant trois jours plus une dose
unique de SP- moitié d’'un comprimé a 500/25 mg et pour les enfants de 12-59 mois :
AQ-un comprimé entier a 153 mg une fois par jour pendant trois jours plus une dose

unique de SP-un comprimé entier a 500/25 mg [95].

Récemment, TOMS a recommandeé le vaccin RTS,S/AS01 chez les enfants en Afrique
subsaharienne [86] alors que d’autres pays africains (Ghana et Nigéria) ont autorisé
le vaccin R21 de l'université d’Oxford au Royaume-Uni dans leur arsenal de lutte

antipalustre.

Au Mali, la combinaison Artémether-Luméfantrine (AL) est recommandée en premiere
intention, les combinaisons Dihydroartésiminine-Pypéraquine ou Artésunate-
Pyronaridine peuvent étre utilisées en traitement alternatif conformément aux

directives du programme national de lutte contre le paludisme.

Pour les cas graves et compliqués, l'artésunate injectable ou I'Artémether injectable
ou la quinine injectable sont préconisés. L’artésunate suppositoire est utilisé pour le

pré-transfert des cas graves.

Le traitement du paludisme chez la femme enceinte se fait avec les combinaisons
Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA) ou la quinine (injectable ou comprimé)
[96, 97].
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4. Méthodologie
4.1. Cadre et site d’étude

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’un partenariat entre I'Université des Sciences, des
Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB) du Mali, de l'université de
Lausanne en Suisse et de I'Institut de Valle en Colombie sur un projet de recherche
vaccinal multi-especes a la fois contre P. falciparum et P. vivax. Elle a inclus les
sérums de quatre (4) pays d’Afrique : Mali, le Burkina Faso, la Tanzanie et le Nigéria
ou seul Plasmodium falciparum était connu endémique au moment de la collecte des

données cliniques et biologiques (sérums).

4.2. Type d’étude et collecte des échantillons

Nous avons fait une analyse secondaire des échantillons déja collectés au cours des
enquétes de surveillance du paludisme dans les quatre pays endémiques a P.

falciparum.

Les échantillons du Burkina Faso ont été collectés a Ouagadougou en 1998 alors que
ceux du Mali ont été collectés entre 2009 et 2011 a Kéniéroba, une zone de forte
transmission palustre. Les échantillons de la Tanzanie ont été collectés de 1982 a
1984 au cours d’'une étude communautaire a Ifakara (village du district de Kilombero
a Morogoro) et ceux du Nigéria chez les donneurs adultes vivant & Lagos, dans le Sud-
Ouest du Nigeria ou la transmission du paludisme est annuelle mais intense au cours

de la saison des pluies.

Des sérums anonymisés provenant de 10 adultes Suisses en bonne santé non-
exposés au paludisme (et sans antécédents palustres) ont été utilisés comme des

témoins.

4.3. Analyse d’homologie des séquences entre Pvs48/45 et Pfs48/45

La séquence primaire de Pvs48/45 présente des domaines 6-Cys avec 15 résidus, le
peptide signal N-terminal, et I'ancre GPI C-terminale prédite par les serveurs Signal P
3.0 et GPI-SOM. Les séquences des protéines orthologues Pvs48/45 (PlasmoDB
N°ALS19583.1) et Pfs48/45 (PlasmoDB N°CAA57308.1) ont été déterminées en
utilisant la base de données du génome Salvador | (PlasmoDB). Les deux séquences
ont ensuite été comparées pour leur homologie en utilisant Blast-p (protéine-protéine
BLAST) (figure 2) [6, 98].
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Des séquences d'acides aminés (aa) ou résidus des protéines Pvs48/45 (pv) et
Pfs48/45 (pf) ont été identifiées en utilisant la base de données PlasmoDB. Pfs48/45
et Pvs48/45 partagent ~56% d'identité (238 sur 423) et ~78% de similarité dans leurs
séquences. Les résidus de cystéine conserveés sont identifiés par la lettre C en noir et
en gras. Les résidus identiques entre les deux protéines sont en lettre rouge tandis

gue les résidus similaires sont marqués par (+) et les résidus différents par (*).

Pv 13  QMAKGEVKYVPPEELNKDVSGFFGFKCNFSSKGVHNLEPILTEKRSLVCSIYSYFIYDKI 72
FAFHGE A AL A A DE AN A SGEFGHKCNFS++GVHNL+ P*+ *E+RS+*C+I+SYFIYDKI
Pf 23  RIISGNNDFCKPSSLNSEISGFIGYKCNFSNEGVHNLKPDMRERRSIFCTIHSYFIYDKI 82

Pv 73 KLTIPKKIPGSKFKMLPEKCFQTVYTNYEKRTEEKIENMGLVEYEVKEDDSNSEYTEKIL 132
+L*IPKK****+FK+LPEKCFQ*VYT+YE*R*E** [**+GCL+EYE++E+D+N**Y*E+* +
Pf 83 RLITPKKSSSPEFKILPEKCFQKVYTDYENRVETDISELGLIEYEIEENDTNPNYNERTTI 142

Pv 133 TISPENTKDVEFFCICDNSENVISNVKGRVALVQVNVLKYPHKITSINLTKEPYSYLPNQ 192
TISPEF+*KD+EFFC*CDN+E*VIS+++GR*A+V*V*VLKYPH* I ***NLT*+*++YLP* *
Pf 143 TISPFSPKDIEFFCEFCDNTEKVISSIEGRSAMVHVRVLKYPHNILFTNLTNDLETYLPKT 202

Pv 193 VDKTSFKSNKLDLELQDGELVVLACEKVDDKCFKKGKDTSPLSLYKSNKIVYHKNLSIFK 252
*++++F*SN*L++EL* DGEL*VLACE* ++*KCF++GK+****+L,YKSNKI+YH+*L+IFK
Pf 203 YNESNFVSNVLEVELNDGELFVLACELINKKCFQEGKEK---ALYKSNKIIYHEKLTIFK 259

Pv 253 APVYVKSADVTAECSCNVDSTIYTLSLKPVYTKKLIHGCNEFSSDKST-HNFTNHVDMAEL 311
AP*YV* SHDV**ECHC A * * A x YA X KP*Y*KK+ THGCNFSS+*S+*H*FT+* +D++* +
Pf 260 APFYVTSKDVNTECTCKFKNNNYKIVLKPKYEKKVIHGCNEFSSNVSSKHTFTDSLDISLYV 319

Pv 312 GENAQITCSIELVDTSYNHLIGMSCPGEVLPECFFQVYQRESPELEPSKIVYLDTQLNIG 371
*++A* T+CHH* LA+ * YNHL+G+H+CPG+H+H+PHCFFQVYQ*ES*ELEPS* IVYLD+Q+NIG
Pf 320 DDSAHISCNVHLSEPKYNHLVGLNCPGDIIPDCEFFQVYQPESEELEPSNIVYLDSQINIG 379

Pv 372 NVEYFEDSKGENIVKIFGLVGSIPKTTSFTCICRKGRKIGYMSVKIAAGYFGFLAKIFIL 431
+H+EY+ED+H+GH+*+K+EGHVGSIPKTTSEFTCICHK*+K* *YM+VA T+ 4 Y+GFLAK*FT*
Pf 380 DIEYYEDAEGDDKIKLEFGIVGSIPKTTSFTCICKKDKKSAYMTVTIDSAYYGFLAKTEFIF 439

Pv 431 LIV 434

LIV
Pf 440 LIV 442

Figure 2. Homologie de séquence entre les protéines Pvs48/45 et Pfs48/45
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4.4. Technique de laboratoire utilisée (Test d’ELISA Indirect)

Le principe de ce test est basé sur la détection et la quantification de la réaction
antigéne-anticorps dans un échantillon biologique. Ce test a été réalisé en utilisant des
plaques de microtitration Maxisorp 96 puits (Thermo scientific, Ref. 442404) selon les

étapes suivantes :

e revétement des plaques avec 50ul/puit d’'une solution de 2 ug/ml de la protéine
rPvs48/45 et incubation pendant une nuit a 4°c ;

e laver quatre fois la plaque avec du PBS-Tween (PBS-T) 1X (solution de
lavage) ;

e les plagues ont été bloquées pendant une heure a température ambiante avec
du PBS 1X-lait 3% ;

e ensuite vider les puits puis transférer les sérums humains a testés a une dilution
de 1 :200 et incubée pendant deux heures a température ambiante ;

e laver gquatre fois la plagque avec du PBS-Tween (PBS-T) 1X (solution de
lavage) ;

e transférer un anticorps secondaire (IgG anti-humaine de chévre conjuguée avec
la peroxydase de raifort (HRP)) a une dilution de 1 :2000 (Life technologies, Ref
H10307) et incubé pendant une heure ;

e laver quatre fois la plaque avec du PBS-Tween (PBS-T) 1X (solution de
lavage) ;

e les signaux ont été réveélés aprés 25 minutes dans I'obscurité a température
ambiante a I'aide du réactif de substrat TMB (BD OptEIA, cat 555214) transférer
dans les puits ;

e Dbloquer la réaction a l'aide d’acide sulfurique 1M (Merck, 1.00731.1000) ;

e la densité optigue (DO) a été mesurée a 450 nm/630 nm a laide d'un
spectrophotometre TECAN Nano Quant Infinit M200 PRO.

L'échantillon a été considéré comme positif lorsque la densité optique (DO) était
supérieure a la densité optique (DO) moyenne + 3SD des contrbles négatifs (sérums

humains naifs, NHS de donneurs naifs suisses) diluées a 1:200.
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4.5. Considérations éthiques

L’approbation éthique a été obtenue aupres (i) du ministere de la Santé du Burkina
Faso pour le Burkina Faso, (ii) du Comité d’éthique institutionnel de I'Université des
Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB)
(N°0840/FMPQOS) pour le Mali, (iii) de la Commission pour la Science et la Technologie
(UTAFITI NSR/RCA90) pour la Tanzanie, et (iv) du Comité d’Examen Ethique du
Lagos State University Teaching hospital (LASUTH) pour le Nigéria. En outre, les
études animales ont été approuveées par le comité d’éthique de la recherche de I'école
de santé de I'Université de Valle (Cali-Colombie ; Code - 031-015) et la collecte de
globules rouges infectés (iRBC) de donneurs positifs & P. vivax pour la préparation de
l'antigene IFAT a été approuvée par le Comité d’éthique du Centre International de
Vacunas (Cali-Colombie ; Code CECIV - 1506-2017).

4.6. Gestion et analyse des données

Toutes les données ELISA ont été présentées sous la forme d’une valeur de densité
optique (DO) moyenne provenant de triple puits. Le test de Mann-Whitney a été utilisé
pour la comparaison du titre médian des anticorps. Le test de Ficher exact a été utilisé
pour comparer les proportions de séroréactivité. Le logiciel GraphPad Prism version

5.0 a été utilisé pour I'analyse et la réalisation des figures.

4.7. Déroulement de I’étude

Les sérums des adultes (> 17 ans) et d’enfants (< 5 ans) collectés auprés des individus
de quatre différents pays d’Afrique ou le paludisme est endémique ont été utilisés pour
cette étude. Les échantillons étaient déja conservés et stockés a -80°c avant la
sélection et 'acheminement a l'université de Lausanne, Suisse pour les différents tests
de laboratoire. Au total, 350 échantillons de sérum ont été sélectionnés selon la
disponibilité dont 35 provenant du Burkina Faso (adultes), 159 du Mali (62 adultes et
97 enfants), 146 de la Tanzanie (83 adultes et 63 enfants) et 10 adultes du Nigéria.
Les 190 sérums d’adultes et 160 sérums d’enfants ont été envoyés ensuite dans des
bonnes conditions de conservation au département de Biochimie de Lausanne pour y

effectuer les différents tests.

Les échantillons du Burkina Faso et du Nigéria ont été prélevés aupres des donneurs

vivant en milieux urbain. En revanche, les échantillons de la Tanzanie et du Mali ont
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été prélevés dans des villages ruraux ou I'exposition au paludisme est potentiellement
plus élevée. Des sérums anonymisés provenant de 10 adultes suisses sains non
exposeés au paludisme (qui n’avaient pas d’antécédents de paludisme) ont été utilisés
comme témoins négatifs. Les anticorps spécifiques anti-rPvs48/45 ont été analysé par
le test ELISA indirect. Tous les sérums disponibles avec des informations

sociodémographiques ont été testés pour cette étude.

25



5. Résultats
5.1. Résultats globaux

Les échantillons sélectionnés pour cette étude étaient au nombre de 350 en tous parmi
lesquels 159 provenaient du Mali (62 adultes et 97 enfants), 35 du Burkina Faso
(adultes), 146 de la Tanzanie (83 adultes et 63 enfants) et 10 du Nigéria (adultes). La
réaction avec I'antigéne rPvs48/45 était plus élevée dans les sérums provenant du
Mali (90%), du Burkina Faso (90%) et de la Tanzanie (94%) contrairement aux sérums
du Nigéria ou la réaction n’était que de 40%. Le titre médian d’anticorps anti-rPvs48/45
était significativement plus élevé aussi bien dans les échantillons d’adultes du Mali (p
= 0,0001) que ceux de Tanzanie (p = 0,001).
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5.2. Résultats descriptifs et analytiques

Tableau 1. Répartition des participants selon le pays d’origine des échantillons

Groupe d’age

Pays ADULTE ENFANTS TOTAL
n (%) n (%) N (%)
Mali 62 (39) 97 (61) 159 (100)
Tanzanie 83 (56,8) 63 (43,2) 146 (100)
Burkina Faso 35 (100) - 35 (100)
Nigeria 10 (100) - 10 (100)
Total 190 160 350

La majorité de nos échantillons provenait du Mali (45,4% ; 159/350) dont 97 (61,0%)
enfants, suivie par la Tanzanie (41,7% incluant 63 (43,2%) enfants). Le Burkina Faso,

le Nigéria ont fourni uniguement des échantillons d’adultes qui étaient de 35 et 10

échantillons, respectivement.
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Figure 3. Proportion de séroréactivité a l'antigene rPvs48/45 dans des

échantillons provenant des quatre pays africains ou P. falciparum est
endémique

Les sérums provenant du Mali (90%), du Burkina Faso (90%) et de la Tanzanie (94%)

ont mieux réagi avec I'antigéne rPvs48/45 contrairement aux sérums du Nigéria ou la
réaction n’était que de 40%.
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Figure 4. Titre médian d’anticorps anti-rPvs48/45 dans les échantillons

provenant des quatre pays d’Afrique ou P. falciparum est endémique

Globalement, le titre médian des anticorps dirigés contre rPvs48/45 était
significativement plus élevé dans les échantillons provenant du Mali, de Burkina et de
Tanzanie que dans ceux du Nigeria (p<0,00001). En revanche, il ne variait pas

significativement entre le Mali, le Burkina Faso et la Tanzanie (p>0,05).
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Figure 5. Proportion de la séroréactivité a I’antigéne rPvs48/45 selon les groupes

d’age dans les échantillons provenant du Mali et de Tanzanie

Au Mali, la proportion de la séroréactivité a rPvs48/45 était significativement plus
élevée chez les adultes que chez les enfants (p = 0,00002). En revanche, la réactivité

était similaire entre les enfants et les adultes dans les échantillons provenant de la

Tanzanie.

ns, non significative ; **** p<0.0001.
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Figure 6. Titre médian d’anticorps anti-rPvs48/45 selon les groupes d’age dans

les échantillons provenant du Mali et de Tanzanie

Le titre médian d’anticorps anti-rPvs48/45 était significativement plus élevé aussi bien
dans les échantillons d’adultes du Mali (p < 0,0001) que ceux de Tanzanie (p < 0,05)
comparativement aux enfants dans chaque pays. Il était plus élevé aussi chez les
enfants de Tanzanie comparé au Mali (p < 0,0001). En revanche, il ne variait pas

significativement entre les échantillons d’adultes du Mali et de Tanzanie (p > 0,05).
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Figure 7. Proportion de la séroréactivité a rPvs48/45 selon le sexe dans les
échantillons provenant du Mali

Nous n’avons pas observé de variation statistiquement significative de la séroréactivité

entre les masculins et les féminins dans les échantillons du Mali (p = 0,249).
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Figure 8. Titre médian d’anticorps anti-rPvs48/45 dans les échantillons

provenant du Mali selon le sexe

Le titre médian d’anticorps anti-rPvs48/45 ne variait pas aussi entre les masculins et

les féminins au Mali (p = 0,192).
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Figure 9. Réactivité des différentes fractions d'anticorps purifiés et spécifiques

pour rPvs48/45 dans un pool de sérum de Tanzanie

A l'aide du spectrophotométre nanométrique, la courbe de titration a permis de vérifier
que les IgG (différentes fractions) purifiées a partir d'un pool de sérums d'adultes
Tanzaniens ont reconnu la protéine rPvs48/45. Comme attendu, la fraction 1 a mieux

reconnu la protéine.

34



6. Commentaires et discussion

Cette étude avait pour but de déterminer la réactivité croisée entre la protéine
rPfs48/45 de P. falciparum et son orthologue de P. vivax dans les sérums de donneurs
africains exposeés a P. falciparum dans le cadre d’un partenariat pour la recherche d’'un

potentiel candidat vaccins efficace a la fois contre P. falciparum et P. vivax.

Pvs48/45 est une protéine exprimée a la surface des gamétocytes de P. vivax, connue
pour étre impliqguée dans la fertilisation du parasite [16, 24, 99]. Les protéines 48/45
de P. falciparum et de P. vivax sont toutes deux bien établies comme cibles des
réponses humorales naturelles aux stades sexuels parasitaires, qui ont montré une
importante activité antipaludique dans des essais ex vivo [100], et étudiées
actuellement en tant que candidats vaccins bloquant la transmission [15, 101-103].
Cette étude indique que les sérums d'une proportion significative de donneurs (40-
94%) vivant dans des zones d'endémie de P. falciparum en Afrique reconnaissent la
protéine rPvs48/45. La reconnaissance élevée et constante de la protéine rPvs48/45
par des sérums provenant de différentes régions endémiques d'Afrique comme le Mali,
le Burkina et la Tanzanie sans transmission de P. vivax connue au moment de la

collecte des sérums est remarquable (Figure 3 & 4).

Contrairement aux études précédentes menées dans les zones endémiques
d'Amérique latine ou les deux parasites coexistent et dont la tendance était d’'induire
une augmentation croisée des réponses d'anticorps dans des conditions naturelles et
dans l'immunisation des souris [29, 104], la présente étude démontre clairement une
réactivité du Pvs48/45 contre des échantillons provenant de zones endémiques de P.
falciparum. Cette réactivité est trés probablement expliquée par I'homologie
significative de la séquence d'acides aminés (~ 60,8%) entre P. vivax et P. falciparum
dans leur protéine Ps48/45 [23, 25]. Cette caractéristique fait de cette protéine une

cible prometteuse pour le développement d'un vaccin inter-espéces efficace.

Les communautés incluses dans cette étude ont été historiguement exposées a des
intensités variables de transmission de P. falciparum. L'intensité de reconnaissance
de rPvs48/45, déterminée par le niveau d'anti-rPvs48/45 spécifiques et le pourcentage
de la séropositivité dans les échantillons des quatre pays endémiques, peut étre
corrélée a l'intensité de transmission relative du paludisme dans ces pays. Cependant,

des recherches supplémentaires sont maintenant nécessaires pour tester cette

e
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hypothése. En outre, malgré une proportion élevée de réponses seérologiques
positives, notre recherche met en évidence des différences significatives dans les

niveaux d'anticorps (valeur DO) en fonction des données démographiques (Figure 5).

Les niveaux d'anticorps anti-rPvs48/45 étaient plus comparables et plus élevés pour
le Mali et la Tanzanie, ou les échantillons ont été collectés dans des zones rurales que
pour le Burkina ou le Nigeria ou la collecte des échantillons était faite dans les zones
urbaines (Figure 6). Ces résultats soutiennent I'argument selon lequel les populations
vivant dans des zones rurales et des petits villages sont plus susceptibles d'étre
exposees aux vecteurs du paludisme que celles vivant dans des zones métropolitaines
[105].

Outre le lieu, I'age a joué un rble important dans la réponse humorale. Les adultes
représentaient une plus grande proportion de répondants et présentaient des niveaux
d'anticorps plus élevés que les enfants aussi bien qu’au Mali qu'en Tanzanie (Figure
6). Cela suggére que les réponses immunitaires acquises contre la protéine rPvs48/45
peuvent augmenter avec l'age, ce qui serait le résultat d'une exposition plus longue
des adultes. Par conséquent, ces anticorps anti-rPvs48/45 sont probablement acquis
t6t dans l'enfance et sont ensuite renforcés tout au long de la vie, trés probablement
en réponse a des infections antérieures par P. falciparum. Cette tendance
d'augmentation de la réponse immunitaire spécifique liée a I'age dans la population
naturellement exposée a également été démontrée avec d'autres antigenes du
paludisme, bien que cette immunité soit due a des antigenes spécifiques des espéces
de Plasmodium [21, 103, 106-108].

De plus, des études séroépidémiologiques récentes, réalisées avec des sérums
provenant de régions ou P. vivax et P. falciparum sont co-transmis, suggeéerent que
I'exposition fréquente aux infections a P. falciparum entraine le maintien d'anticorps
anti-P. vivax [15, 28, 29, 109, 110]. Cependant, cette étude n'a pas déterminé quels
segments de Ps48/45 étaient réactifs, ni démontré quels domaines protéiques
conserves sont susceptibles d'étre restreints malgré la reconnaissance de parasites

hétérologues qui a été observée [27, 111, 112].

Dans l'ensemble, la réactivité constante des anticorps contre la protéine rPvs48/45
avec les parasites P. falciparum et P. vivax dans des conditions naturelles sur des

continents éloignés présentant des differences épidémiologiques importantes ainsi
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gque dans des modéles animaux, est en corrélation avec la conservation de la
séquence de la protéine. Les résultats obtenus auprés de populations naturellement
exposees a P. falciparum concordent également avec la réactivité croisée et les effets
de renforcement croisé observés chez des souris expérimentalement immunisées
avec des produits recombinants rPfs48/45 et rPvs48/45 [29, 109]. En outre, la réponse
anti-rPvs48/45 semble correspondre a la proportion élevée d'anticorps contre le
Pvs48/45 rapportée chez les adultes des zones d'endémie du paludisme en Amérique

latine, ou la transmission du paludisme est nettement plus faible [27, 113].

Plus important encore, l'utilisation de ces anticorps purifiés (Figure 9) nous montre
déja une réduction significative ex-vivo de 61,2 % du développement des oocystes de
P. falciparum chez An. stephensi nourri avec des gamétocytes de P. falciparum
(résultat préliminaire). Ces résultats sont intéressants et nous encourage a
caractériser plus profondément les domaines fonctionnels de la protéine par la
modélisation mathématique en vue de développer un vaccin contre plusieurs especes

plasmodiales et capable de bloquer la transmission du Plasmodium.

La reconnaissance des protéines natives des deux espéces en utilisant les tests IFAT,
I'activité ex-vivo bloquant la tranition de P. falciparum et le renforcement des anticorps
anti-CHO rPvs48/45 par l'injection des gamétocytes de P. falciparum chez la souris
constituent des bases solides qui soutiennent la protéine rPvs48/45 comme cible pour
un vaccin bloquant la transmission (Figure 9). En outre, les données épidémiologiques
actuelles, ainsi que la réactivité inter-especes en utilisant le test ELISA et la capacité
bloguant la transmission des anticorps spécifiques purifiés chez les individus semi-
immuns pour P. falciparum contre rPvs48/45, plaident en faveur du développement

d'un vaccin inter-espéces bloquant la transmission.
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7. Limites de I’étude

Bien que la reconnaissance et la réactivité croisée aient été démontrées dans cette
étude, il serait intéressant de corréler I'intensité de cette réactivité croisée avec les
niveaux de transmission du paludisme et la saisonnalité qui conditionne cette réponse
immunitaire dans les zones ou les échantillons ont été collectés. Une autre limite de
cette étude est que ces sérums n'ont pas été testés avec la protéine recombinante de
Pf, rPfs48/45, qui est 'espéce maijoritaire en Afrique. Des investigations qui tiennent

compte de ces aspects en utilisant un échantillonnage élargi seront nécessaires.
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8. Conclusion et recommandations
8.1. Conclusion

La présente étude a démontré une réactivité croisée de la protéine Pvs48/45 de P.
vivax avec les sérums provenant des zones endémiques a P. falciparum. Cette
réactivité croisée était plus nette avec les sérums des adultes et surtout ceux

provenant des zones rurales.

8.2. Recommandations

Au terme de cette étude et au regard de nos résultats, nous formulons les

recommandations suivantes :
Aux autorités sanitaires et administratives

e D’encourager et de financer d’avantage la recherche biomédicale afin de
renforcer les capacités de développement des candidats vaccin efficace contre

le paludisme.
Aux chercheurs

¢ De mener d’autres études afin de mieux caractériser les portions de séquences
interactives entre les deux espéces de Plasmodium ;

e De faire d’autres tests en tenant compte du niveau d’intensité de la
transmission et de la saisonnalité pouvant impacter sur cette réponse humorale

contre la protéine de P. vivax et son effet protecteur.
. A la population

e Adhérer au protocole de recherche pour faciliter les études qui pourront aboutir

au développement d’un vaccin efficace contre le paludisme.
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10. Annexes

TECHNIQUE ELISA

ELISA INDIRECT

a. Réactifs
> Protéine rPvs48/45
» PBS 1X
» Seérum a tester ou anticorps primaire
» 1gG anti-humaine de chevre (anticorps secondaire)
> Lait
» Substrat TMB (BD OptEIA, cat 555214)
» Solution de blocage a 'aide d’acide sulfurique 1M (Merck, 1.00731.1000)
> Eau distillée
b. Matériels
» Microplaque ELISA a fond plat
» Plaque de dilution de 1.8ml ou 2ml
> Pipettes de 10 pl, 20 pl
> Pipette multicanale de 50-300 ul
» Embout de 10 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 pl
» Gant
» Minuteur de temps
» Papier hygiénique
» Machine de lavage adaptée aux plaques ELISA
> Un lecteur de plague ELISA (Spectrophotométre TECAN Nano Quant Infinit
M200 PRO)
Procédures
1¢" JOUR

Diluer le peptide a 2ug/ml dans du PBS 1X

Distribuer 50ul de cette solution dans chaque puit d’'une plaque de polystyrene
a 96 puits

Couvrir la plaque de para-film

Et incuber la plaque pendant une nuit a 4°c.
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2¢me JOUR

e Laver les plaques a 'aide de la machine de lavage des plaques ELISA

e Bloquer avec du PBS1X-lait 3% et incuber pendant une heure a température
ambiante.

e Dilué les sérums a tester a 1 :200

e Distribuer 50 pl dans chaque puit et incuber pendant 2 heures a température
ambiante

e Laver les plaques a 'aide de la machine de lavage des plaques ELISA

e Diluer I'anticorps secondaire a 1 : 2000

e Distribuer 50 pl dans chaque puit et incuber pendant 1 heure a température
ambiante

e Laver les plaques a 'aide de la machine de lavage des plaques ELISA

e Distribuer 50 pl du substrat TMB et laisser agir pendant 25 minutes dans
I'obscurité

e Ensuite stopper a l'aide de I'acide sulfurique 1M.

e Lire les plaques a l'aide d’un spectrophotométre TECAN Nano Quant Infinit
M200 PRO a une densité optique (DO) a 450nm/630nm.

e Enregistrer les données.
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Résumé

Ps48/45 est une protéine de surface des gamétocytes de Plasmodium figure parmi les
candidats vaccins les plus pertinents contre P. vivax. Pvs48/45 est une protéine
orthologue de P. falciparum dont les génes sont hautement conservés et présentent
une homologie de séquence globale de 56% entre les deux especes. Cette étude avait
pour but d’évaluer la réactivité de I'antigéne rPvs48/45 aux sérums provenant des

individus vivant dans les zones endémiques a P. falciparum d’Afrique.

La protéine rPvs48/45 a montré une bonne réactivité avec les sérums d'individus des
guatre pays africains, soit 90% au Mali et le Burkina, 94% en Tanzanie et 40% au
Nigeria. Les titres des anticorps étaient plus élevés chez les adultes (= 17 ans) que
chez les jeunes enfants (< 5 ans) au Mali et en Tanzanie (p < 0,0001). En outre, les
IgG purifiées des différentes fractions éluées ont reconnu la protéine rPvs48/45. Cette
étude a confirmé que les sérums africains (exposés uniguement a P. falciparum)
reconnaissent de maniére croisée la protéine rPvs48/45 de P. vivax suggérant la

possibilité de développer un candidat vaccin multiespéces contre le paludisme.

Mots clés : Réactivité croisée, Pvs48/45, P. falciparum, Afrique.
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Summary

Ps48/45, a surface protein of Plasmodium gametocytes is among the most relevant
vaccine candidates against P. vivax. Pvs48/45 is an orthologous protein of P.
falciparum whose genes are highly conserved and have an overall sequence homology
of 56% between the two species. The purpose of this study was to evaluate the
reactivity of rPvs48/45 antigen to sera from individuals living in P. falciparum endemic

areas of Africa.

The rPvs48/45 protein showed good reactivity with sera from individuals in the four
African countries, 90% in Mali and Burkina Faso, 94% in Tanzania and 40% in Nigeria.
Antibody titers were higher in adults (= 17 years) than in young children (< 5 years) in
Mali and Tanzania (p < 0.0001). In addition, purified 1gG of different eluted fractions
recognized rPvs48/45 protein. This study confirmed that African sera (exposed only to
P. falciparum) cross-recognize the rPvs48/45 protein of P. vivax suggesting the

possibility of developing a multispecies malaria vaccine candidate.

Keywords: Cross-reactivity, Pvs48/45, P. falciparum, Africa.
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