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1. Introduction 

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante, causée par le développement et la 

multiplication d’abord dans le foie puis dans les globules rouges d’un hématozoaire du genre 

Plasmodium, transmis à l’homme par la piqûre infectante du moustique femelle du genre Anopheles[1]. 

Selon le rapport 2023 de l’Organisation mondiale de la santé (OMS), on comptait 249 millions de cas 

de paludisme en 2022 contre 244 millions en 2021. Le nombre estimé de décès imputables au 

paludisme s’est élevé à 608 000 en 2022 contre 610 000 en 2021. La Région africaine de l’OMS 

continue de supporter une part importante et disproportionnée de la charge mondiale du paludisme. En 

2022, environ 94 % des cas de paludisme et 95 % des décès dus à la maladie ont été enregistrés dans 

cette Région. Les enfants de moins de cinq ans représentaient environ 78 % des décès dus au paludisme 

dans la Région. Un peu plus de la moitié des décès dus au paludisme dans le monde étaient enregistrés 

dans quatre pays africains : le Nigéria (26,8 %), la République démocratique du Congo (12,3 %), 

l’Ouganda (5,1 %) et le Mozambique (4,2 %)[2]. 

Au Mali, le paludisme constitue un réel problème de santé publique et représente le premier motif de 

consultation dans les formations sanitaires publiques (34%) et la première cause de mortalité avec 

(27%) et de morbidité (43%) selon l’annuaire statistique du Système Local d’Information Sanitaire 

(SLIS 2022). Les données du SLIS montrent une tendance à l’augmentation de l’incidence du 

paludisme entre 2017 et 2022. De 111‰ en 2017, l’incidence du paludisme dans la population générale 

est passée à 133‰ en 2018 ; 143‰ en 2019 ; 129‰ en 2020 et 172‰ en 2022 [3].  

Le niveau de transmission varie considérablement d’une région à une autre et dans la même région, 

d’une localité à une autre, suivant les conditions écologiques et climatiques.  

Dans ce contexte, le programme national de lutte contre le paludisme au Mali (PNLP) s’est fixé comme 

objectif de réduire d’au moins 75% de la mortalité et la morbidité imputables au paludisme 

[4].Cependant, l’émergence et la propagation des phénomènes de résistance de P. falciparum aux 

antipaludiques usuels constituent des défis importants pour l’élimination et l’éradication du paludisme 

d’où la nécessité de recherche continue dans le développement des nouvelles molécules antipaludiques 

[5].Les méthodes ou outils actuels d’évaluation préclinique des molécules sont basés presque 

exclusivement sur leur capacité intrinsèque des molécules à inhiber la croissance et la multiplication 

in vitro des parasites. Cependant des facteurs humains innés et acquis sont souvent déterminant pour 

l’issu d’un traitement médicamenteux des infections palustres in vivo. 
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Ces facteurs ne sont pas suffisamment pris en compte au cours du développement des molécules 

antipaludiques pendant les phases précliniques in vitro. Une prise en compte de cet aspect pendant les 

phases précoces pourrait permettre d’optimiser le screening des potentiels médicaments antipaludiques 

en anticipant les effets des facteurs humains. Il s’avère donc important de développer un modèle in 

vitro d’évaluation de l’effet d’inhibition de la croissance ou de multiplication de P. falciparum des 

molécules antipaludiques qui prenne en compte l’impact des facteurs liés à l’hôte humain. Parmi les 

facteurs humains pouvant influencer l’activité des molécules in vivo on peut citer les facteurs affectant 

surtout le métabolisme de la molécule et son transport, les facteurs cellulaires immunitaires et les 

facteurs sériques notamment les anticorps et d’autres protéines plasmatiques. 

Le but de cette étude est de mettre en place une méthode d’évaluation de l’activité in vitro des 

molécules anti paludiques qui tienne compte de l’impact des facteurs immunitaires humoraux contenu 

dans les sérums humains. 

Hypothèse de recherche : 

Les sérums de sujets vivants en zones d’endémie palustre influencent l’inhibition de la multiplication 

in vitro de P. falciparum par des molécules antipaludiques. 
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2. Objectifs 

2.1. Objectif général  

Etudier l’influence des sérums de sujets vivants en zones d’endémie palustre sur l’activité inhibitrice 

in vitro de la dihydroartemisinine sur la multiplication de P. falciparum. 

2.2. Objectifs spécifiques 

 Déterminer l’influence des sérums de sujets vivants en zones d’endémie palustre sur la 

multiplication in vitro de P. falciparum. 

 Mesurer les titres en anticorps anti-Pf27, anti-LR186, anti-LR253 et anti-M4 des sérums des 

sujets vivant en zone d’endemie palustre. 

 Rechercher une corrélation entre les concentrations des sérums en anticorps anti-Pf27, anti-

LR186, anti-LR253 et anti-M4 et l’inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum. 

 Evaluer l’impact des sérums de sujets vivants en zones d’endémie palustre sur l’inhibition de 

la multiplication de P. falciparum in vitro par la dihydroartemisinine. 
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3. Généralité 

Le paludisme est une maladie parasitaire causée par un protozoaire du genre Plasmodium, transmis à 

l’homme par la piqûre infectante des moustiques femelles du genre Anopheles lors de son repas 

sanguin[6].  

3.1. Epidémiologie  

L’Afrique subsaharienne est la région la plus touchée par le paludisme. La région afrotropicale, qui ne 

compte que 8% de la population mondiale, supporte le plus lourd fardeau du paludisme avec 85 à 90% 

des cas (200 à 280 millions des cas dont 90% sont dus à P. falciparum). On y comptabilise environ 

800 000 décès annuels. Deux complexes de vecteurs sont les responsables majeurs de la transmission 

du paludisme en Afrique : Anopheles gambiae (arabiensis, bwambae, gambiae, melas, merus et 

quadriannulatu) et Anopheles funestus[7]. 

La distribution du paludisme est extrêmement variable d’une zone géographique à une autre. Cette 

variabilité est sous la dépendance de facteurs liés au vecteur, à l’hôte, au parasite et à 

l’environnement[8]. L’indice de stabilité déterminé par Macdonald permet de classer l’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 très courte et 

il sévit sous forme épidémique. Ce caractère épisodique de la transmission ne permet pas le 

développement de la prémunition. Tous les individus sont à risque de développer la maladie[9]. 

Au Mali, il y a une extrême variabilité de la situation épidémiologique du paludisme en fonction 

des faciès géo-climatiques. Il existe cinq modalités épidémiologiques de transmission du 

paludisme : 

-  Une zone soudano-guinéenne à transmission saisonnière longue ≥ 6mois. Dans cette zone, l’indice 

plasmodique (IP) chez les enfants est ≥ 80%. L’état de la prémunition est acquis vers l’âge de 5-6 

ans au prix d’une forte mortalité infantile ; 

- Une zone sahélienne à transmission saisonnière courte ≤ 3 mois. Dans cette zone, l’IP se situe entre 

50-70%. L’état de prémunition est rarement atteint avant l’âge de 9-10 ans ; 
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- Une zone de transmission sporadique voire épidémique correspondant aux régions du Nord et à 

certaines localités des régions de Koulikoro et de Kayes. L’IP est en dessous de 5%. Tous les 

groupes d’âge sont à 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 à l’impaludation particulièrement dans les milieux urbains comme Bamako 

et Mopti où le paludisme est hypo endémique. L’IP est ≤10% et les adultes peuvent faire des formes 

graves et compliquées de la maladie. 

3.2. Agents pathogènes 

 Plasmodium appartient au Phylum des Apicomplexa, à la Classe des Aconoidasida, à l’Ordre des 

Haemosporida, à la Famille des Plasmodiidae et au Genre Plasmodium[10]. Il existe de très 

nombreuses espèces de Plasmodium touchant diverses espèces animales, mais les plus retrouvées en 

pathologie humaine sont[11] : 

 Plasmodium falciparum 

 P. falciparum est l’espèce la plus largement répandue à travers le monde, elle est responsable de plus 

de 99% des cas de paludisme en Afrique et provoque des formes cliniques graves potentiellement 

mortelles. Des résistances aux antipaludiques fréquemment développées par P. falciparum[12]. Il est 

responsable de la fièvre tierce maligne [12].Des recrudescences saisonnières observées suite à une 

transmission pendant toute l’année. On n’observe pas de rechutes tardives comme avec les autres 

espèces[13, 14]. 

 Plasmodium vivax 

 P. vivax est très largement répandu en Amérique du Sud et en Asie, et dans certaines régions de 

l’Afrique. Sa transmission s’arrête en dessous de 15°C. Sa période d’incubation est de 11 à 13 jours, 

mais on peut observer des rechutes (accès de reviviscence lié à la présence des hypnozoïtes) pendant 

3 à 4 ans[15]. Le paludisme provoqué par P. vivax est classiquement considéré comme bénin (fièvre 

tierce bénigne, c’est-à-dire due à un cycle érythrocytaire de 48 heures) mais en zone d’endémie il peut 

entraîner des répercussions graves sur l’état de santé des populations, notamment par l’intermédiaire 

des anémies chez l’enfant. De plus en plus, quelques cas de P. vivax résistants à la chloroquine 

s’observe[16].  
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 Plasmodium ovale 

Plasmodium ovale est biologiquement et morphologiquement très semblable à P. vivax, il est 

essentiellement présent en Afrique intertropicale du centre et de l’ouest, et dans certaines régions du 

Pacifique occidental. Son incubation peut aller de 15 jours à 4 ans. Il provoque une fièvre tierce comme 

P. vivax, et ses manifestations cliniques sont généralement modérées. Les méthodes de la biologie 

moléculaire ont démontré que P. ovale se compose de deux sous-espèces bien distinctes : P. ovale 

curtisi et P. ovale wallikeri[17]. Schématiquement, on dit que P. ovale remplace P. vivax en Afrique 

là ou cette dernière espèce n’existe pas. Les deux sous espèces ont une morphologie similaire[18].   

 Plasmodium malariae 

P. malariae sévit dans les trois continents, mais de manière beaucoup plus sporadique. Il se différencie 

des autres espèces par une incubation plus longue 15 à 21 jours, par une périodicité différente de la 

fièvre (cycle érythrocytaire de 72 heures responsable d’une fièvre quarte) et surtout par sa capacité à 

entrainer des reviviscences très tardives (jusqu’à 20 ans après le retour de la zone d’endémie). 

L’infection est bénigne mais P. malariae peut parfois entrainer des complications rénales[16]. 

 Plasmodium knowlesi 

P. knowlesi sévit en Asie du Sud-Est particulièrement en Malaisie, à Bornéo, en zone forestière car il 

est étroitement lié à la répartition des singes macaques, son hôte habituel, et de son vecteur piquant 

l’homme et la singe. Il est morphologiquement proche de P. malariae. Il se différencie des autres 

espèces par un cycle érythrocytaire de 24 heures responsable d’une fièvre quotidienne. Il existe de 

rares formes graves, voire mortelles, avec forte parasitémie. A ce jour aucune chimiorésistance n’a été 

observée pour cette espèce[16].  

 Plasmodium cynomolgi 

P. cynomolgi fait partie des espèces plasmodiales infectant les singes macaques comme P. knowlesi 

et, est principalement rencontré en Asie du Sud-est. Il possède des caractéristiques biologiques et 

génétiques proches de P. vivax[19]. 

Récemment un cas de paludisme causé par P. cynomolgi a été signalé dans l’est de la Malaisie[20].  

3.3. Vecteurs 

L’agent vecteur responsable de la transmission du paludisme à l’homme appartient à l’ordre des 

diptères, à la famille des culicidae, à là sous famille des Anophelinae et au genre Anopheles[16]. Les 

moustiques Culicidea du genre Anopheles assurent la transmission du paludisme dont il existe plus de 
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400 espèces, seule une cinquantaine est capable de transmettre le paludisme à l’homme. Dans la 

pratique, 20 espèces assurent l’essentiel de la transmission dans le monde[21]. Le développement et la 

longévité des Anopheles dépendent de la température avec un optimum entre 20 et 30°C pour une 

durée de vie de l’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 sèche, An. gambiae pendant la 

saison des pluies[22, 23]. 

  3.4. Cycle biologique du Plasmodium[24] 

Le cycle biologique du Plasmodium est un cycle complexe qui comprend un hôte intermédiaire 

(l’homme) ou il se trouve sous une forme haploïde et se multiplie de manière asexuée et un hôte 

définitif, l’anophèle femelle (chez le moustique) dans lequel se déroule la reproduction sexuée 

(Sporogonie) 

 Cycle chez le moustique (Sporogonie)[25]  

Lors d’un repas sanguin sur un individu infecté, l’anophèle femelle ingère des formes sexuées du 

Plasmodium ainsi que les gamétocytes mâles (micro-gamétocytes) et femelles (macro-gamétocytes). 

Ces derniers parviennent dans l’estomac du moustique et se transforment en gamètes. 

Le gamète mâle subit un processus d’ex-flagellation à la suite duquel les gamètes femelles sont 

fécondés. Il en résulte un zygote appelé ookinète ; celui-ci s’implante sous la paroi stomacale en 

formant l’oocyste. Cette brève phase diploïde s’achève par une division méiotique suivie par plusieurs 

milliers de méiose qui conduit à la production de sporozoïtes. L’éclatement de l’oocyste libère des 

éléments mobiles et haploïde dans l’hémolymphe. Les sporozoïtes gagnent préférentiellement les 

glandes salivaires du moustique d’où ils pourront être injecter par la salive lors d’une piqure infectante. 

Chez le moustique, l’ensemble de ce cycle se déroule entre 10 à 40 jours, suivant la température 

extérieure et l’espèce en cause. 

 Cycle chez l’homme (schizogonie)  

- Cycle exo érythrocytaire 

Au cours de la piqûre, l’anophèle femelle infecté injecte dans un capillaire des sporozoïtes. Les 

sporozoïtes transitent dans la circulation générale et, en quelques minutes, ils envahissent les 

hépatocytes grâce à une interaction spécifique entre la protéine majeure de surface du sporozoïte (CSP) 

et un récepteur spécifique situé sur la membrane plasmique de l’hépatocyte du côté de l’espace disse, 

espace directement en contact avec le sang circulant. Le sporozoïte entre alors dans une phase de 



 

8 
 

réplication au sein de la vacuole parasitophore et de prolifération intracellulaire qui repousse en 

périphérie le noyau de la cellule. Il finit par constituer une masse multinucléée appelée schizonte 

(schizonte hépatocytaire) qui conduit à la libération de plusieurs dizaines de milliers de mérozoïte dans 

la circulation sanguine. 

Cette phase de multiplication est asymptomatique et dure 8 à 15 jours selon les espèces. 

- Cycle intra érythrocytaire[10]  

C’est la seule phase symptomatique du cycle et est d’intensité variable selon le statut immunitaire de 

la personne infectée. Les mérozoïtes libérés lors de la rupture de l’hépatocyte vont débuter le cycle 

sanguin asexué de prolifération de P. falciparum en infectant les érythrocytes. 

Le mérozoïte pénètre l’érythrocyte grâce à un processus parasitaire actif et se différencie en anneau 

(trophozoïte jeune), puis en trophozoïte mature, stade à partir duquel une intense phase replicative 

commence. Il donne alors naissance au schizonte (schizonte hépatocytaire), celui-ci après 

segmentation, montre une forme caractéristique de rosace, puis libère 8 à 32 mérozoïtes lesquels 

rapidement réinfectent des érythrocytes sains. 

L’ensemble de ce cycle dure 48 heures chez P. falciparum. L’apparition des gamétocytes se déroule 

en général à la deuxième semaine qui suit l’infection et ces formes peuvent persister plusieurs semaines 

après la guérison[1, 26]. 

À la suite d’une nouvelle piqure par l’anophèle femelle, les gamétocytes mâles et femelles sont ingérés 

lors d’un repas sanguin de moustiques femelles pour un nouveau cycle. Il est à noter que la proportion 

de moustiques femelles infectés dépend de la gamétocytemie à P. falciparum en zone endémique[25]. 
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Figure 1.Cycle de vie du Plasmodium[27] 

3.5. Immunité anti palustre 

L’infection due à Plasmodium, induit des réponses immunitaires de l’hôte, lesquelles sont régulées à 

la fois par le système immunitaire innée autrement nommé système immunitaire non spécifique, par 

le système immunitaire spécifique ou acquis, que par des facteurs environnementaux. Les systèmes 

immunitaires précédemment nommés sont complémentaires. L’immunité innée se mets en place dès 

les premières heures de l’infection. Elle est indépendante de toute infection en attendant la mise en 

place de l’immunité dite « acquise » qui lui serait fonctionnelle une dizaine de jour plus tard. 

L’immunité acquise est tout autant spécifique des stades de développement du parasite que des espèces 

parasitaires. Cette immunité s’est révélé rarement complètement protectrice, et le cas du paludisme 

sait qu’elle est partielle et non stérilisante[28]. 

L’acquisition, par les populations humaines exposées d’une immunité anti-palustre progressive, 

éphémère et incomplète, dite « de prémunition » caractéristique de la relation « homme /parasite 

/vecteur ». 

Il s’agit en réalité d’un état d’immunité, un équilibre entre hôte-parasite après plusieurs années 

d’exposition si la transmission est constante et relativement élevée. Elle protège d’abord contre la 

mortalité et les formes graves palustres, puis contre les accès palustres simples en diminuant leur 

incidence plutôt que leur gravite et enfin en réduisant la durée ou le niveau des infections par les stades 

sanguins. Cet équilibre est labile et disparait en 12-24 mois chez le sujet immun qui quitte la zone 
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d’endémie[29]. Le développement de cette immunité de prémunition est dépendant du contexte 

épidémiologique, de la saisonnalité et de l’intensité de la transmission au niveau de la zone 

géographique. Elle apparait d’autant plus rapidement que la transmission est importante et permanente. 

Cependant le développement de la prémunition n’empêche pas le portage de parasites faisant des sujets 

semi-immuns d’excellents « réservoirs » de parasites. Dans certaines régions sèches, de paludisme 

instable, la transmission fluctue considérablement d’une saison et d’une année à l’autre, cela retardant 

l’acquisition de l’immunité[30]. 

 3.5.1. Immunité innée ou naturelle anti palustre : 

Le système immunitaire inné constitue la première ligne de défense contre les microorganismes. Il se 

mobilise dès les premières heures de l’infection. Les neutrophiles, les monocytes et les cellules NK 

(Natural Killer) semblent jouer un rôle prépondérant dans l’immunité innée observée au cours de la 

phase précoce du paludisme[31]. Parmi les cellules en première ligne lors de l’infection par 

Plasmodium, on distingue les cellules dendritiques (DC), les lymphocytes Tγδ, les macrophages et les 

cellules NK (natural killer ou cellule tueuse naturelle). Ces cellules sont impliquées soit dans 

l’élimination des cellules infectées ou non (érythrocytes ou hépatocytes) soit dans l’initiation et la 

régulation de la réponse innée et adaptative[32]. 

Le taux de cellules NK croît aussi longtemps que celles-ci sont en mesure de détruire des globules 

rouges infectés par P. falciparum in vitro. Les cellules NK sont aussi de puissantes productrices de 

cytokines et de chimiokines en réponse à différents stimulus, notamment l’IFN-γ, le TNF-α, l’IL-10, 

l’IL-13 ou le GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulating factor)[33]. La production rapide 

d’IFN-γ (interféron γ) est importante pour le pronostic évolutif de la pathologie. Des études récentes 

suggèrent que les cellules NK pourraient être l’une des sources de cette production précoce d’IFN-

γ[34]. Plus connues pour leur rôle dans l’immunité anti tumorale et antivirale, les cellules NK seraient 

également capables de reconnaitre directement des hématies infectées par P. falciparum[32]. Les 

preuves actuelles montrent que la reconnaissance précoce de Plasmodium et la libération ultérieure de 

cytokines et de médiateurs inflammatoires sont importantes pour l’élimination du parasite, mais 

peuvent également contribuer à la gravité de la maladie. Au cours des dernières années, la famille des 

récepteurs toll-like (TLR) a été identifiée comme des molécules hôtes clés dans l’induction de réponses 

immunitaires innées aux ligands microbiens[35]. 
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 3.5.2. Immunité acquise ou adaptative 

Elle repose sur l’intervention des lymphocytes T et B qui sont spécifiquement dirigés contre le parasite. 

Cette réponse immunitaire adaptative se divise en deux composantes essentielles : l’immunité à 

médiation humorale et l’immunité cellulaire. 

3.5.2.1. Les antigènes du Plasmodium 

Plusieurs composants du Plasmodium exprimés à différentes étapes de son cycle de vie sont reconnus 

par les récepteurs des cellules du système immunitaire spécifique (LT et LB) de l’homme. Ces 

composants, essentiellement des protéines induisent des réponses immunitaires et engendrent la 

production des anticorps détectables chez les individus vivant dans des zones d’endémie palustre. Ces 

protéines parasitaires sont caractérisées par leur très grande variabilité conditionnée par leur 

polymorphisme et leur polygenie. Cette grande variabilité constitue l’un des grands défis pour le 

développement de vaccin efficace contre le paludisme. Ainsi on peut citer : 

-Les antigènes du stade pré-érythrocytaire : Le Merozoite Surface Protein (MSP) 1 et 2, Apical 

Membrane Antigen 1 (AMA1), circumsporozoite protein (CSP), le Glutamate Rich Protein, (GLURP) 

-Les antigènes du stade érythrocytaire : Ils sont connus sous le nom de Variant surface Antigens 

(VSA) à cause de leur très grande variabilité. Les plus étudiées sont : le Plasmodium 

falciparum Erythrocyte Membrane Proteins 1 (PfEMP1), Le Repetitive Interspersed Family (RIFIN), 

Subtelomeric Variable Open Reading Frame (STEVOR), Surface-associated Interspersed gene family 

(SURFIN), Knob-Associated Histidine-Rich Protein (KAHRP). 

-Les antigènes du stade gamétocytique : Plusieurs antigènes du stade sexuelle du Plasmodium ont 

été décrits. Ces antigènes sont particulièrement intéressants pour le développement de médicaments et 

de vaccins bloquant la transmission. On peut citer les Pfs48, Les Pfs27, Les Pfs45. 

3.5.2.2. Réponse à médiation cellulaire 

L’immunité à médiation cellulaire a été mise en évidence à la suite d’un transfert adoptif de ses cellules 

en absence de réponse humorale détectable. Elle est surtout l’œuvre des cellules TCD4+ et TCD8+ 

spécifiques au parasite et protègerait l’hôte contre les stades hépatocytaires et érythrocytaires car les 

parasites y sont intracellulaires et difficilement accessibles par les anticorps. Les lymphocytes TCD4 

sont classés en plusieurs sous-groupes qui agissent différemment selon le type de cytokines produites. 

Les cellules Th1 produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que l’INF-γ et l’IL-2 intervenant 

dans la réponse cytotoxique alors que les Th2 produisent des cytokines anti-inflammatoires comme 

IL-4 et IL-13 qui régulent la réponse humorale[36]. Une forte prolifération cellulaire TCD4+ et TCD8+ 
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liée à une réponse cytokinique Th1 (IFN- γ et IL-2) a été associée à la protection contre le paludisme, 

indépendamment de la production d’anticorps[37].  

3.5.2.3. Réponse médiation humorale 

L’immunité humorale acquise est principalement dirigée contre le stade érythrocytaire asexué, les 

cibles principales étant les mérozoïtes extracellulaires en circulation, mais le stade pré-érythrocytaire 

est également visé par les réponses immunitaires protectrices[38]. Cette réponse humorale repose 

surtout sur l’intervention des cellules B qui après stimulation antigénique puis différenciation en 

plasmocytes, produisent les anticorps. Le rôle des anticorps spécifiques dans le contrôle de l’infection 

palustre est illustré par de nombreuses observations épidémiologiques, cliniques et expérimentales. En 

effet des titres élevés d’anticorps dirigés contre des antigènes plasmodiques ont été observés chez des 

sujets âgés vivant en zones d’endémie palustre et associés à une réduction du risque de la maladie 

notamment les formes graves[39, 40]. Ces anticorps dans l’immunité anti palustre est démontré par les 

anticorps capables de bloquer l’invasion des hépatocytes par le parasite. Les anticorps produits au 

cours de l’infection palustre sont constitués essentiellement par des immunoglobulines G (IgG), 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[41]. Ces anticorps protecteurs sont principalement de type IgG1 et IgG3. Ils peuvent 

activer le complément et induire une lyse des sporozoïtes par le mécanisme d’inhibition cellulaire 

dépendante de l'anticorps ou ADCI (antiboby-dependent cellular inhibition) ou par la phagocytose[42] 

Les IgG2 et IgG4 seraient non protecteurs ; et des études ont montré qu’il existe une relation entre les 

taux d’IgG non cytophiles et la gravité de la maladie[43]. 

Les études séro-épidémiologiques contribue à fournir des informations sur l’immunité au niveau de la 

population et indirectement sur le niveau de l’exposition[44]. 

Lorsque la transmission diminue ainsi que l’immunité décroît, les communautés ou sous-groupes 

devenus vulnérables aux risques accrus de maladies pourraient être identifiés afin d’adapter des 

interventions de protection supplémentaires. À ce jour, les mécanismes expliquant le rôle de 

l’immunité anti-palustre dans la transmission du paludisme ne sont pas bien élucidés[45].  

Probablement parce que la recherche sur l’immunité anti palustre est focalisée à un certain nombre 

d’antigènes du paludisme, nombre de ces études ne mesurant que les niveaux d’anticorps, mais pas la 

réponse fonctionnelle[46, 47].Récemment, des nouveaux antigènes ont été identifiés dont les anticorps 

spécifiques étaient associés à la protection[48, 49]. Les données ont montré que les anticorps contre 

les antigènes recombinants du merozoite sont des biomarqueurs de l’immunité[44, 50].De nombreux 
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travaux ont également été réalisés ces dernières années pour identifier les mécanismes de 

fonctionnement de l'immunité et son association à la protection[48, 51]. Les anticorps avec la fonction 

de reconnaissance de l’antigène du parasite n’ont pas toujours été prédictive de l’immunité protectrice, 

tandis que les données récentes suggèrent que la phagocytose opsonique des mérozoïtes peut être un 

solide corrélat de l’immunité[52]. Cependant, des études prospectives supplémentaires reliant les 

réponses d’anticorps fonctionnels a des résultats cliniques sont nécessaires. 

3.6. Diagnostic biologique  

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

 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  

P. falciparum mais ont une mauvaise sensibilité pour les autres espèces du Plasmodium 

particulièrement  P. ovale et  P. malariae[15]. Ils doivent toujours faire l’objet d’une confirmation par 

un frottis sanguin. 

 Goutte épaisse et le frottis mince 

Ils détectent la présence ou non du parasite et le frottis mince permet de voir la morphologie et faire le 

diagnostic différentiel d’espèce. Les deux méthodes sont utilisées pour estimer la parasitémie. 

3.7. Les stratégies de lutte contre le paludisme  

3.7.1. Traitement curatif : 

Le Mali a adopté depuis 2005 les recommandations de l’OMS pour la prise en charge des cas du 

paludisme, notamment les Combinaisons Thérapeutiques à base d’Artémisinine (CTAs) contre le 

paludisme non compliqué (Artéméther+Luméfantrine et Dihydroartemisinine + Pipéraquine) chaque 

fois que la voie orale reste possible. L’artésunate, l’arthéméter et la quinine tous utilisés par voie 

parentérale sont les molécules de choix pour le traitement des cas de paludisme grave. Également, les 

formes suppositoires de l’artésunate se sont avérées utiles pour le traitement prétransfert des cas de 

paludisme grave et compliqué. Le gouvernement du Mali s’est engagé à assurer gratuitement le 

traitement de l’accès palustre chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes.   

3.7.2. Les mesures préventives : 

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

- La lutte antivectorielle (utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides ȧ longue durée 

d’action, utilisation de biolarvicides pour la destruction des gites larvaires et des répulsifs ; 
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- La pulvérisation intradomiciliaire ; 

- Le Traitement Préventif Intermittent (TPI) utilisant la sulfadoxine-pyriméthamine chez les femmes 

enceintes. Ce traitement est administré gratuitement à raison d’une cure supervisée par mois entre 

le 4ème et le 8ème mois de la grossesse. Chaque cure est composée d’une prise unique de 3 

comprimés de Sulfadoxine(500mg) et Pyriméthamine (25mg) chacun. 

- La Chimioprévention du Paludisme Saisonnier (CPS) chez les enfants de 3 à 59 mois à base de 

Sulfadoxine-pyriméthamine (AQ+SP) à intervalles réguliers d’un mois. La posologie 

recommandée en fonction de l’âge est pour les Nourrissons <12 mois : AQ moitié d’un comprimé 

à 153 mg une fois par jour pendant trois jours plus une dose unique de SP- moitié d’un comprimé 

à 500/25 mg et pour les enfants de 12-59 mois : AQ-un comprimé entier à 153 mg une fois par jour 

pendant trois jours plus une dose unique de SP-un comprimé entier à 500/25 mg. 

3.7.3. Les antipaludiques : 

La classification des antipaludiques est pharmacologique et chimique. C‘est ainsi qu’on distingue :   

 Les schizonticides : ils sont actifs sur les schizontes mais inactifs sur les gamétocytes. Ils sont curatifs 

des accès palustres, mais n’empêchent pas la transmission de la maladie. Ils comprennent : la quinine, 

les amino-4 quinoléines, les biguanides et dérivés, les diaminopyrimidines et les sulfamides.   

En plus de l’activité schizontocide, l’artémisinine et dérivés est actif préférentiellement sur les formes 

anneaux jeunes ‘Ring stages’. 

 Les gamétocytocides : ils n’ont pas d’action forte sur les schizontes mais ont un intérêt sur le plan 

collectif car ils peuvent empêcher la transmission. 

D’autre part, certains antibiotiques appartenant à la famille des tétracyclines (Doxycycline) ou des 

macrolides (érythromycine) utilisés en association avec les schizonticides (en général la quinine) 

permettent de renforcer l’activité antipaludique. 

La classification chimique des antipaludiques comporte : 

- Les Amino-4-quinoléines : l’amodiaquine  

- Les Amino-alcools : quinine, méfloquine, lumefantrine 

- Les anti métabolites : proguanil, diaminopyrimidine 

- Les Pipéraquine  

- Les Pyronaridine  

- L’Artémisinine et dérivés : Artéméther, artésunate, dihydroartemisinine qui est le principal 

métabolite actif des dérivés de l’artémisinine 

- Les amino-8 quinoléines : Primaquine, tafenoquine 
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4. Méthodologie 

4.1.  Cadre et sites de l’étude  

Il s’agit d’une étude de recherche initiée et menée dans le cadre d’une collaboration entre « Unité 

d’Immunogénétique » et le « MEDRU » (Molecular epidemiology of Drug resistance Unity = Unité 

d’épidémiologie moléculaire de la Résistance aux médicaments). Toutes les deux unités sont basées à 

l’ICER-Mali /FAPH-FMOS /USTTB. 

L'étude expérimentale d’évaluation de l'activité des sérums et des molécules sur la multiplication de 

P. falciprum ainsi que la détermination des concentrations des sérums en anticorps a été menée dans 

les locaux des laboratoires d’immunogénétique et du MEDRU. 

Les échantillons de sérum ont été collectés chez les sujets résidant à Dangassa et Koïla deux zones 

éco-climatiques différents au Mali. 

 Dangassa 

- Situation géographique  

Le village de Dangassa est une zone de longue et d’intense transmission du paludisme situé à 82 km 

au sud-ouest de Bamako sur la route nationale 7 (RN7), dans la commune rurale de Niagadina, dans 

le district sanitaire de Ouélessébougou, région de Koulikoro. 

- Climat et végétation 

Le climat est de type soudano-guinéen avec deux grandes saisons : une saison pluvieuse de juin à 

octobre et une saison sèche de décembre à mai. Les vents dominants sont la mousson (en saison de 

pluie) et l’harmattan (en saison sèche). La végétation est faite de savane arborée qui est menacée de 

disparition à cause des coupes abusives du bois et des feux de brousse. Parmi les plantes rencontrées, 

on y trouve le karité, le tamarinier, le néré, le Cai cédrat, le kundie etc…L’habitat est de type 

traditionnel, fait de cases rondes et rectangulaires en terre battue et aux toitures en chaumes conique 

constituent un lieu propice de repos des moustiques favorisant ainsi l’agressivité anophélienne. 

L’environnement physique du village est propice à la prolifération des moustiques tels que l’anophèle 

gambiae qui assure la transmission du paludisme. Pendant la saison des pluies, il existe des cultures 

intra domiciliaires qui favorisent la prolifération d’herbes sauvages et contribuent aussi à 

l’augmentation de la densité et l’agressivité des moustiques. La température la plus élevée se situe à 

environ 40°C au mois de mai et la température la plus basse avoisine les 18°C aux mois de décembre-

janvier. La température moyenne annuelle est autour de 29°C. D’une manière générale, le climat et la 



 

16 
 

végétation sont propices à la faune entomologique constituée invertébrée et d’arthropodes. Anopheles 

gambiae abondent dans le village où ils assurent la transmission du paludisme constitue le vecteur 

majeur du paludisme dans la zone. 

 Koïla : 

- Situation géographique 

Situé dans la commune rurale de Dioro, Koïla Bambanan fait partie de l’aire de santé de Koïla du 

district sanitaire de Markala dans la région de Ségou. Il est à 45 Km du centre de santé de référence de 

Markala et à 14 km de Dioro. 

Le village de Koïla Bambanan à une population estimée à 2944 habitants dont 312 enfants de moins 

de 5 ans (source : recensement GIS/UCRC, 2017) 

- Climat et végétation 

Le relief de Koïla est composé essentiellement de plaines argilo-sablonneuses et de basfonds, les 

canaux d’irrigations du village proviennent du barrage de Markala. Ils sont utilisés pour la riziculture 

et la pèche. La faune sauvage est pauvre à cause des aménagements de casiers rizicoles. Néanmoins. 

On retrouve quelques animaux comme les lièvres (Pedetes capensis) et les écureuils (Sciurus 

vulgarisa). La végétation est composée de d’herbes et d’arbustes. 

On rencontre aussi des arbres de type soudanien comme le néré (Parkia biglobosa), le Karité (Vitellaria 

paradoxa), l’acacia (Acacia tortilis) et le Balanzan (Faidherbia albida, syn. Acacia albida) 

Le village dispose d’un CSCom depuis 2008 mise en œuvre par le projet village du millénaire, projet 

ayant pris fin en 2014. Il est composé de deux blocs à savoir un dispensaire et une maternité. Les 

Organisations Non Gouvernementales (ONG) fonctionnant dans le village, en plus de l’ICEMR, sont 

l’UNICEF qui intervint dans la communauté et la Terre des Hommes dans l’alimentation des enfants 

et la prise en charge des cas de malnutrition dans la localité. Le programme de l’ICEMR intervient 

dans le village en suivant une cohorte d’étude de 1400 participants de tout âge. 

 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 à Transmission Vectorielles du MRTC. C’est le fruit d’une 

collaboration entre les chercheurs de l’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).  
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Le Laboratoire d’Immunogénétique a conduit de nombreuses études sur les différents aspects du 

paludisme notamment l’immunité innée et acquise contre le paludisme chez les enfants, la résistance 

aux antipaludiques et l’évaluation des stratégies de lutte et de prévention. Le laboratoire collabore avec 

les autres unités de recherche de l’ICER-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 œuvre 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, Koϊla, Nioro du Sahel. 

Le laboratoire d’immunogénétique dispose d’équipements variés adaptés à 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 à 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 à plusieurs publications dans des 

revues scientifiques en collaboration avec des chercheurs de renommé international. Les analyses de 

biologie clinique et de recherche ont été effectuées dans ce laboratoire. 

4.2. Types et période de l’étude 

Nous avons effectué une étude expérimentale in vitro pour mesurer l’effet d’inhibition des molécules 

antipaludiques et des sérums des sujets vivant en zones d’endemie sur la multiplication de P. 

falciparum. 

4.3. Echantillonnage 

Les échantillons étaient constitués de sérums collectés chez des enfants enrôlés dans le programme de 

l’ICEMR au cours d’un passage transversal en décembre 2021. L’échantillonnage était aléatoire à 

partir de la base cohorte de l’ICEMR et a permis de sélectionner 10 participants chez qui les données 

ont été collectées. 

4.4. Techniques de laboratoire utilisées  

 Détermination de la concentration des sérums en anticorps : 

Les concentrations en anticorps anti-Pf27, anti-LR86, anti-LR253 et anti-M4 des sérums ont été 

déterminées par le test ELISA indirecte (« Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay »). Elle a été 

exprimée en DO. 
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 La culture de P. falciparum : 

Les souches de laboratoire de P. falciparum (NF54 et FUP) ont été cultivées in vitro. Le milieu complet 

de culture standard (composition) a été utilisée. La culture a été faite dans un incubateur à 37°C sous 

une atmosphère de 5% CO2  

 Test d’inhibition in vitro de la multiplication de P. falciparum par les sérums : 

Le test d’inhibition de la multiplication de P. falciparum in vitro par les sérums a consisté à cultiver 

P. falciparum en présence de concentration croissante de sérums de sujets vivant en zone d’endémie 

palustre, suivi de l’évaluation par le flow cytométrie de la parasitémie après 48 heures puis 96 heures 

de culture. Ce test a permis de déterminer les concentrations de sérum inhibant de 50% la 

multiplication de P. falciparum en culture. 

 Détermination de la CI50 par flow cytométrie : 

Le cymomètre en flux BD ACCURI C6 flow cytometer (numéro de série : 2901) a été utilisé pour 

déterminer le taux de survie des parasites à une série de dilution des sérums ou médicament. Le logiciel 

GraphPad Prism version 8 a été utilisé pour : 1) l’analyse des données, 2) la prédiction des 

concentrations inhibitrices à 50 % (CI50), ainsi que 3) le t test statistique pour la comparaison des 

résultats. La valeur p ≤ 0,05 a été considérée comme statistiquement significative. 

Nous avons également utilisé la cytométrie en flux pour mesurer la parasitémie dans les échantillons 

de sang et dans les cultures. FL1-H (SG) mesure la quantité d’ADN parasitaire permettant de voir que 

les globules rouges parasités. La granulosité de tous les globules rouges parasités et non parasité est 

visualisé par FSC-H. La viabilité du parasite est mesurée à la FL4-H (MT) en utilisant un marquage 

des mitochondries avec un mitotracker rouge vif. 

 Evaluation de l’influence des sérums sur l’inhibition in vitro de la multiplication de P. 

falciparum par la DHA : 

Il s’agissait de déterminer l’effet d’inhibition de la multiplication de P. falciparum par la DHA 

(CI50) en utilisant différent sérum de sujet vivant en zone d’endémie palustre (10%) en 

remplacement de l’albumax dans le milieu de culture.  

4.5. Les antigènes étudiés 

4.5.1. Antigène P27 (Tableau 1) 

L’antigène P27 est une séquence de 27 acides aminés contenus dans la protéine d’exportation de 

trophozoïte 1103 acides aminés (la protéine PFF0165c). En effet, l'exploration des domaines 

structurels présents dans la protéine a permis d´identifier le P27 comme une boucle hélicoïdale avec 
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plusieurs segments à faible teneur en acides aminés hydrophobes. Ces segments se sont avérés 

fonctionnels et se replient lorsqu'ils se lient à leurs cibles[53]. Le P27 est la cible des anticorps humains 

inhibant la croissance des parasites[54]. Deux régions de Tex1 ont été synthétisées chimiquement. 

L’un des peptides synthétiques est le P27 et couvre la région alpha hélicoïdale (K845 à T871), l’autre 

est le P27A correspondant à la région N-terminale intrinsèquement non structurée (H223 a S326). Les 

deux fragments de Tex1(P27 et P27A) sont considérés comme de nouveaux candidats vaccins 

prometteurs pour le paludisme au stade sanguin. Les propriétés immunogènes du P27A, associées à 

son faible polymorphisme et son association avec une protection clinique contre le paludisme chez 

l’homme justifient son développement ultérieur en tant que vaccin candidat contre le paludisme. Le 

P27 est la cible des anticorps humains inhibant la croissance des parasites[54]. En outre, l'analyse bio-

informatique du génome du parasite (via Salvador 1 (PlasmoDB)) a permis la découverte de plusieurs 

protéines orthologues pour P falciparum et P. vivax, dont le couple orthologues Pf27/Pv27[55, 56]. 

4.5.2.  LR253, LR186 et M4 (Tableau 1) 

Le MSP2 ("Merozoite surface protein 2") comporte des domaines faiblement polymorphes (le domaine 

dimorphique D et la partie C-terminale C) qui peuvent induire des anticorps spécifiques associés à la 

clairance du P. falciparum et à la protection contre le paludisme. Les régions dimorphiques définissant 

les deux formes alléliques de P. falciparum (Pf3D7 et PfFC27) et leur partie constante, C (commune 

à 3D7 et FC27)[57] peuvent donc être imitées par des peptides synthétiques ("LR235", "LR186" et 

"M4") couvrant différents fragments du D et du C de la MSP2. 

Tableau I. Les séquences des peptides représentant les domaines de MSP2, et de P27 

Nom des peptides 

(Nombre d’acides 

aminés, aa) 

Nom de la protéine, P. 

falciparum 

Séquence des peptides 

LR253 =MR140 (40 aa) MSP-2 (3D7  

et FC27) 

APENKGTGQHGHMHGSRNNHPQNT 

SDSQKECTDGNKENCG 

LR186 (96 aa) MSP-2 3D7 AEASTSTSSENPNHKNAETNPKGKG 

EVQEPNQANKETQNNSNVQQDSQT 

KSNVPPTQDADTKSPTAQPEQAENS 

APTAEQTESPELQSAPENKGTG 

M4 (73 aa) MSP-2 3D7 NAETNPKGKGEVQEPNQANKETQN 

NSNVQQDSQTKSNVPPTQDADTKSP 
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TAQPEQAENSAPTAEQTESPELQS 

Pf27 (27 aa) PF3D7_0603 

400,1 (TEX1) 

KKRNVEEELHSLRKNYNIINEEIEEIT 

 

Le peptide LR253 (MR140, en rouge) est une séquence de 40 aa couvrant la partie constante et 

commune aux deux formes alléliques de MSP2, 3D7 et FC27 de P. falciparum. La séquence LR186 

(soulignée) couvre le domaine D dimorphique (y compris la séquence M4 en vert) de MSP2 (3D7) et 

les 8 premiers acides aminés de la portion C. La séquence M4 est une séquence plus courte (en vert) 

dans le domaine D. 

 

4.6. Gestion et analyse des données 

Toutes les données ELISA ont été obtenues sous la forme d’une valeur de densité optique (DO) 

moyenne provenant de triple puits. Les données d’inhibition ont été extraits dans le logiciel CFlow 

Sampler et ensuite exportés dans Microsoft Excel 2016.  La corrélation Linaire a été utilisé pour 

évaluer la relation entre l’inhibition des sérums et leurs titres en anticorps. Les résultats ont été 

présentés sous forme de tableaux et figures. Les figures ont été réalisées avec le logiciel GraphPad 

Prism® version 8.  

  



 

21 
 

5. Résultats 

5.1.  Résultats Globaux 

Au total, dix (10) échantillons de sérums provenant de Dangassa et Koïla ont été testés in vitro sur la 

multiplication de P. falciparum à 48 heures et à 96 heures. De façon générale, nous n’avions pas 

observé de corrélation entre l’inhibition et les titres des sérums en anticorps à 48h (r < 0). L’activité 

inhibitrice de la multiplication de P. falciparum était différemment impactée par les différents sérums 

utilisés. 

5.2. Caractéristiques socio-démographiques des donneurs de sérum 

Tableau II : Répartition des échantillons selon la résidence, l’âge et le sexe des donneurs 

RESIDENCES ID AGES SEXES 

 

 

Koïla 

K01 10 Masculin 

K02 10 Féminin 

K03 10 Féminin 

K04 7 Masculin 

K05 8 Féminin 

 

 

Dangassa 

D01 13 Masculin 

D02 8 Masculin 

D03 19 Masculin 

D04 14 Masculin 

D05 14 Masculin 

 

Nos sérums ont été collectés chez 5 sujets résidents de Koïla dont 3 de sexe féminin et 2 sexe masculin, 

et 5 sujets résidents de Dangassa tous de sexe masculin. L’âge des sujets variaient de 7 à 19 ans   
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5.3. Caractéristiques immunologiques des sérums  

Tableau III : Densité optique moyenne des sérums en anticorps anti LR186. Anti-LR253, Anti-

PF27 et Anti-M4 

  

 

Résidence 

ID  DO moyenne 

Anti-LR186 Anti-LR253 Anti-PF27 Anti-M4 

 

 

Koïla 

K01 0,4348 0,1990 0,1773 0,3516 

K02 0,7225 0,6130 0,6349 0,7147 

K03 0,6521 0,5648 0,1540 0,1677 

K04 0,1254 0,1408 0,5299 0,6549 

K05 0,2108 0,3925 0,1210 0,1270 

 

 

Dangassa 

D01 1,1973 1,4437 0,9826 1,4366 

D02 1,3641 1,4777 0,8833 1,5684 

D03 1,2958 1,3920 1,1816 1,4891 

D04 1,0521 1,5930 1,2385 1,4875 

D05 1,4705 1,4142 1,2001 1,4037 

 

Les concentrations en anticorps anti LR186, anti-LR2253, anti-PF27 et anti-M4 exprimés en densité 

optique (DO) étaient beaucoup plus élevés dans les sérums collectés à Dangassa que ceux de Koïla.  
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5.4. Activité inhibitrice de multiplication de P. falciparum des sérums in vitro : 

 

 

Figure 2.Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le sérum K01 à 48 heures et 96 

heures 

Nous avons observé une plus forte inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le 

sérum K01 à 48 heures comparé à 96 heures avec des taux d’inhibition respectif de 92,12% et 

68,71%.  Cette inhibition était à dose dépendante. 

 

Figure 3.Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le K02 à 48 heures et 96 heures 

Le sérum K02 a plus fortement inhibé la multiplication in vitro de P. falciparum à 48 heures 

comparé à 96 heures avec des taux d’inhibition respectif de 96,2% et 88,29%.  Cette inhibition était à 

dose dépendante. 
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Figure 4.Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le K03 à 48 heures et 96 heures 

A dose dépendante du sérum, le K03 a plus fortement inhibé la multiplication in vitro de P. 

falciparum à 48 heures comparé à 96 heures avec des taux d’inhibition respectif de 100% et 71,78%. 

 

Figure 5.Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le K04 à 48 heures et 96 heures 

Le sérum K04 a aussi fortement inhibé la multiplication in vitro de P. falciparum à 48 heures 

comparé à 96 heures avec des taux d’inhibition respectif de 100% et 93,06%.  Cette inhibition était à 

dose dépendante. 
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Figure 6. Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le K05 à 48 heures et 96 heures 

L’inhibition de la multiplication de P. falciparum in vitro était dose dépendante aussi avec le sérum 

K05. Elle était à plus forte était à 96 heures avec 94,83% qu’à 48 heures 42,02%. 

 

 

Figure 7.Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le D01 à 48 heures et 96 heures 

Le sérum D01 était très actif sur la multiplication de P. falciparum à 48 heures avec 85,12% et 

contre 68,71% à 96 heures. 
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Figure 8.Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le D02 à 48 heures et 96 heures 

Le sérum D02 avait similairement inhibé la multiplication de P. falciparum à 48 heures et à 96 

heures avec 85,74%. 

 

 

Figure 9. Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le D03 à 48 heures et 96 heures 

Le sérum D03 avait similairement inhibé la multiplication de P. falciparum à 48 heures et à 96 

heures avec 86,22%. 
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Figure 10.Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le D04 à 48 heures et à 96 

heures 

Le sérum D04 a entrainé une plus forte inhibition de la multiplication de P. falciparum à 96 heures 

avec 85,13% contre 83.15% à 48 heures. 

 

 

Figure 11. Inhibition de la multiplication in vitro de P. falciparum par le D05 à 48 heures et 96 

heures 

L’effet d’inhibition du sérum D05 était similaire à 48 heures ainsi qu’à 96 heures avec 85,33%. 

Nous avons aussi observé un effet dose dépendant du sérum sur l’inhibition.  
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 Figure 12.Corrélation entre l’inhibition et les titres des sérums (exprimés en DO) en anticorps Anti-

LR253, Anti-LR186, Anti-M4 et Anti-Pf27 

De façon générale, nous n’avions pas observé de corrélation entre les concentrations des sérums en 

anticorps et les inhibitions occasionnées par les sérums sur la multiplication de P. falciparum in 

vitro. 
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5.5. Influence des sérums sur l’activité de la DHA in vitro 
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Figure 13. Influence des sérums de Koïla sur l’activité du DHA. 

Certains sérums semblent améliorés l’efficacité du DHA comme le K01, K02, K04, par contre d’autres 

comme K03 et K05 ont tendance à diminuer son effet. 
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Figure 14. Influence des sérums de Dangassa sur l’activité du DHA. 

Les sérums D01, D03, D04, D05 n’ont pratiquement pas effet sur l’efficacité du DHA, par contre 

D02 a tendance à diminuer l’efficacité du DHA.
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6. Commentaires et discussion  

Malgré les énormes progrès réalisés au cours des 15 dernières années, le paludisme reste une maladie 

dévastatrice, causant environ 608 000 décès pour la seule année 2022[2]. Il est de plus en plus évident 

que l'élimination locale et l'éradication mondiale du paludisme nécessiteront l'effort concerté de 

multiples interventions pour être efficaces à savoir la recherche vaccinale, médicamenteuse, le 

développement de certains modèles de recherche in vitro[58, 59]. 

La bio-informatique est considérée comme un outil vital pour éradication du paludisme. Cependant, la 

découverte et le développement de médicaments et/ou de vaccins antipaludiques sont actuellement 

entravés par le coût et la durée de recherche. Les méthodes ou outils actuels d’évaluation préclinique 

des molécules sont basés presque exclusivement sur leur capacité intrinsèque des molécules à inhiber 

la croissance et la multiplication in vitro des parasites. Cependant des facteurs humains innés et acquis 

sont souvent déterminant pour l’issu d’un traitement médicamenteux des infections palustres in 

vivo[60]. 

Dans la présente étude, nous avons étudié in vitro la variabilité allotypique de l’effet des sérums de 

sujets vivants au Mali sur l’inhibition de la multiplication de P. falciparum par la dihydroartemisinine. 

Subsidiairement nous avons évalué l’effet inhibiteur isolé des sérums sur la multiplication in vitro de 

P. falciparum ainsi que son lien avec certains anticorps dirigés contre des antigènes de Plasmodium. 

Au total, 10 participants ont été inclus dans cette étude dont cinq de Koïla et cinq de Dangassa. 

Dangassa et Koïla sont des localités situées dans des zones éco-climatiques différentes donc présentant 

des caractéristiques de transmission de paludisme différentes. L’immunité anti palustre est dépendant 

de l’âge mais aussi et surtout de l’endémicité de la zone de résidence. L’enrôlement des sujets dans 

différentes zones d’endémicité avait pour but de s’assurer de la variation des niveaux d’immunité des 

sujets ainsi donc du niveau des anticorps anti-plasmodium des sérums utilisés. Les sexes masculins 

étaient majoritaires aux sexes féminins et la tranche d’âge 10-14 était la plus représentée.  

Les effets d’inhibition des sérums sur la multiplication de P. falciprum ont été mesurés en déterminant 

le taux d’inhibition de la multiplication des parasites sur 48 heures et 96 heures de culture en présence 

d’une concentration de sérum de 10%. De façon générale les sérums ont plus inhibé la multiplication 

des parasites aussi bien à 48 heures que à 96 heures. Les inhibitions étaient plus importantes à 48 

heures avec les sérums de Koïla alors qu’elles étaient similaires à 48 heures et à 96 heures avec ceux 

de Dangassa. La différence d’inhibition observée à 48h et 96 heures pourrait être due à des difficultés 

techniques. En effet, dans nos conditions de culture, la viabilité des parasites est affectée par la durée 

de la culture. Cela pourrait masquer l’effet du sérum.  
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Nous avons évalué l’inhibition de la multiplication en présence des doses croissantes de sérum. Nous 

avons observé une inhibition dose dépendante apportant l’évidence que l’inhibition n’est pas due au 

hasard. Cette inhibition pourrait être due aux anticorps anti plasmodiques contenus dans les sérums.  

Les anticorps anti-LR253, anti-LR186, anti-M4 et anti-Pf27 ont été mesurés dans les sérums utilisés 

par Elisa et les titres en anticorps ont été exprimés en DO. Bien qu’étant des antigènes putatifs conçus 

par des méthodes bio-informatiques, les antigènes LR253, LR186, M4 et Pf27 se sont montrés assez 

réactifs avec des sérums de sujets naturellement exposés à P. falciparum. La réactivité de ces antigènes 

avait été rapportées par Maiga et al en 2023 chez les sujets de la même localité[61]. La réactivité 

d’autres antigènes putatifs de P. falciparum aux sérums de sujets immuns a été aussi rapportée par 

d’autres auteurs[62]. Cependant aucune étude n’avait été menée sur la fonctionnalité de ces anticorps.  

En vue d’explorer la fonctionnalité des anticorps étudiés, nous avons recherché des corrélations entre 

les titres des sérums en anticorps et l’inhibition de la multiplication des parasites in vitro. Nos résultats 

n’ont montré aucune corrélation entre les titres d’anticorps et l’inhibition. Les inhibitions observées 

pourraient être dues à d’autres anticorps que ceux étudiés. En effet nos sérums ont été collectés chez 

des sujets vivant dans des zones à forte endémicité du paludisme. Ces sérums pourraient donc contenir 

d’autres anticorps anti palustre pouvant inhiber la multiplication de P. falciparum.   

Dans le but de développer une technique d’évaluation in vitro de l’action antipaludique des molécules 

prenant en compte les potentielles interactions que pourraient causer certains facteurs sériques in vivo, 

nous avions évalué l’inhibition de la multiplication des parasites par la DHA individuellement en 

présence des 10 sérums étudiés. Nous avions observé que l’effet inhibitrice de la DHA sur la 

multiplication in vitro de P. falciparum variait avec les différents sérums utilisés. Cependant cette 

variation n’était pas fonction du niveau d’anticorps des sérums. Ainsi, Certains sérums de Koïla (K01, 

K02, K04) ont boosté l’inhibition de la multiplication de P. falciparum par la DHA, tandis que d'autres 

(K03, K05) l'ont réduit . En revanche, les sérums de Dangassa ont montré une interaction plus uniforme 

avec la DHA, seul le D02 réduisait légèrement son efficacité. Cette variabilité de l’influence des 

sérums sur l’action de la DHA peut être due à des profils immunologiques distincts des donneurs, 

influencés par des facteurs génétiques ou des expositions antérieures au paludisme. En effet l’immunité 

a été associée à une clairance plus rapide des parasites chez les patients sous traitement à l’artésunate 

au Mali selon Tatiana Lopera et al en 2015 [63].  
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Limites de l'étude 

Malgré la grande diversité de sérums utilisés en terme zone de collecte et de l’âge des donneurs, le 

nombre de sérums était relativement faible. Aussi les anticorps investigués ne concernent que quatre 

antigènes de P. falciparum ce qui ne sauraient être représentatif du statut immunitaire des sujets.  

En plus de l’immunité, d’autres facteurs sériques comme les enzymes de métabolisation pourraient 

influencer l’activité des molécules.  
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7. Conclusion et Perspectives 

 

7.1 Conclusion 

Les résultats ont révélé une bonne réactivité des sérums aux antigènes LR253, LR186, M4 et Pf27 de 

P. falciparum. Il n’y avait pas de corrélation entre les titres des sérums en anticorps anti- LR253, anti-

LR186, anti-M4 et anti-Pf27 et l’inhibition de la multiplication des parasites in vitro. Notre étude a 

révélé aussi une grande variabilité de l’effet des sérums sur l’inhibition de la multiplication in vitro de 

P. falciparum par la DHA. L’influence des sérums sur l’activité de la DHA n’avait pas de lien avec le 

titre des sérums en anticorps. 

7.2 Perspectives  

A terme nous envisagions de Développer une technique d’évaluation in vitro de l’activité des 

molécules antipaludiques qui prenne en compte l’interaction des facteurs de l’hôte qu’ils soient 

sériques ou cellulaires. 

- Déterminer le rôle de l’immunité humorale sur l’activité des molécules antipaludiques in vitro 

- Déterminer le rôle de l’immunité cellulaire sur l’activité des molécules antipaludiques in vitro 

en développant une technique de Co-culture de P. falciparum et des cellules phagocytaires et 

lymphocytaires. 

- Développer une technique d’évaluation in vitro des Drugs-Discovery prenant en compte des 

facteurs seriques et humoraux.  
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9. Annexes 

 Mode opératoire standardisé de la technique d’ELISA : 

Le principe :  Cette technique est basée sur la détection et la qualification de la réaction antigène-

anticorps dans un échantillon biologique. 

Matériels et réactifs : 

Procédure :  Les étapes de l’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 96 puits) avec les antigènes (LR253, LR186, M4 et Pf27) à 

une concentration de 5µg/ml et incuber à +4C pendant la nuit ; 

• laver la plaque à 4 reprises avec la solution de lavage PBS-T (Phosphate Buffered Saline with 

tween®20) ; 

• bloquer la plaque avec la solution PBS-T+5% de lait (200µl/puit) puis incuber pendant 2 heures à 

température ambiante ; 

• vider les puits et ajouter 50µl des échantillons de sérum dilués à 1/50 dans une solution de PBS-T + 

2,5% de lait puis incuber la plaque pendant 1 heure à température ambiante ; 

• laver la plaque à 4 reprises et ajouter dans les puits 50µl d’anticorps secondaire dilué à 1/1000 dans 

la solution de PBS-T+ 2,5% de lait puis incuber la plaque pendant 1 heure à température ambiante ;  

• laver à quatre reprises les plaques et ajouter 50µl du substrat (peroxydase) dans chaque puis pendant 

15 minutes à l’abri de la lumière. Ajouter ensuite 50µl de solution stop de peroxydase pour stopper la 

réaction (Dodecyl sulfate de sodium(seracare™)) ; 

• la lecture de la réaction était ensuite effectuée avec ELISA SoftMax®Pro software à une Densité 

Optique (DO) 405nm. 

 Matériels de culture in vitro de P. falciparum 

Le matériel utilisé dans la culture étaient des consommables à usage unique, des équipements durables 

et des organismes vivants (parasite et globule rouge). 

Equipements de base du laboratoire 

La chaîne de froid (+4°C, -20°C et -80°C) était nécessaire pour la conservation des milieux de culture, 

des globules rouges et des souches de parasite et des sérums. 

Le bain marie était constamment à 37°C pour la décongélation du parasite et aussi le maintien de la 

température du milieu de culture. 

L’incubateur était réglé à 37°C, pour donner une atmosphère composée de 5% de CO2 et le taux 

d'humidité maintenu à 80%. 
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La hotte à flux laminaire était utilisée pour la préparation des différents milieux de culture et la culture 

parasitaire dans des conditions stériles. La surface de travail était débarrassée du matériel utilisé et 

nettoyée avec alcool de 70° avant et après usage. 

Souches de parasite utilisées  

Nous avons utilisé la souche de parasite 3D7 stocké dans le congélateur de -80°C de notre laboratoire. 

Collecte des globules rouges de culture 

Les globules rouges étaient prélevés chez des volontaires après obtention de leur consentement libre 

et éclairé. Le génotypage des globules rouges a été réalisé en utilisant la technique de chromatographie 

liquide de haute performance (HPLC) avec la machine D-10® de Bio-Rad. 

Préparation du milieu de culture 

Les milieux de culture classiques à base d’AlbuMax II™ (Catalogue # [64], Thermo Fisher Scientific) 

ont été employés. Le milieu de culture « incomplet » (MCI) composé de RPMI 1640 (Gibco BRL), de 

5,4 g/l de HEPES (Calbiochem, CA), 0,5 g/l d’hypoxanthine (Sigma, MO) était préparé et conservé à 

4ºC. Un milieu de culture « complet » (MCC) était préparé en ajoutant au MCI 2,5% d’AlbuMaxII™, 

25 mM de bicarbonate de sodium (Biofluids, MD) et 0,01 % de gentamicine (Sigma, MO). Un milieu 

de culture qui ne contenait pas d’AlbuMaxII™ qui sera remplacé par le sérum humain à 10%. Tous 

les milieux de culture étaient rendus stériles par filtration (Nalgene Filterware, Fisher Scientific, 

Pittsburgh) et conservés en aligots à 4ºC maximum une semaine avant usage. 

Décongélation et congélation du parasite 

La congélation se réalisait avec le glycérol, les Cryo-tubes étaient identifiés et stockés dans le frigo à 

-80°C. Elle permettait de constituer une réserve de souches toujours disponibles et de stocker les 

excédents de culture. A la congélation, il est important d'utiliser de faibles d'hématies parasitées 5% et 

de volumes entre 0,5-1 ml pour éviter l’hémolyse. Comme les formes en anneau survivent au mieux 

lors de la congélation. Il est donc préférable mais non indispensable de congeler une culture riche en 

stades en anneau, De même une décongélation rapide est nécessaire pour réduire le phénomène 

d'hémolyse. Elle avait lieu suivant la technique décrite dans l’annexe dans le bain marie et de lavage 

successif avec le RPMI 1640 incomplet (Gibco BRL) pour éviter les résidus de glycérol dans la culture. 
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Préparation des hématies non parasité 

Le sang était prélevé chez les volontaires au laboratoire d’Immunogénétique et parasitologie, et il était 

lavé 3 fois successive avec le RPMI incomplet pour éliminer le sérum. Les hématies étaient diluées 

avec le RPMI incomplet à 50% et conservées à une température de 4°C avant l’utilisation. 

Culture de plasmodium falciparum 

Le principe repose sur la technique de base décrite en premier par Trager et Jensen (1977)[65], Ce 

principe a marqué l’histoire de la recherche en paludologie. Par la suite, de nouvelles techniques de 

culture ont été développées pour améliorer le maintien en culture des isolats de P. falciparum afin de 

produire plus de matériels parasitaires. La culture était effectuée dans les Flaks de 150ml à 37°C, dans 

un incubateur réglé pour donner une atmosphère composée de 5% de CO2, avec un taux d'humidité 

maintenu à 80%. Un suivi quotidien était effectué pour changer le milieu de culture et noté l’aspect 

qualitatif et quantitatif des hématies parasitées. 

En pratique, le changement de milieu s'effectue après réchauffement à 37ºC, en inclinant légèrement 

le Flaks et en aspirant le milieu surnageant. La lecture quotidienne d'un frottis mince coloré effectué 

sur chaque Flaks de culture permettait d’évaluer la croissance parasitaire. Les paramètres 

d'appréciation étaient l'intégrité morphologique, la densité parasitaire et l'index de multiplication. 

Comptage de parasites 

Pour apprécier la vitalité de la culture, la parasitémie était déterminée au microscope à l'immersion au 

grossissement x100. Après avoir changé le milieu nutritif, une goutte du mélange était prélevée du 

fond de Flaks de culture et déposée sur une lame pour effectuer un frottis dans l’annexe. On comptait 

le nombre d'hématies parasitées, non parasitées et les différents stades du parasite par champs et on 

dénombre par champs. 

Puis le résultat est exprimé en pourcentage. Il s'agit ici d'établir une parasitémie différentielle : sur les 

hématies parasitées, on dénombre les trophozoïtes, les schizontes. 

 Test d’inhibition de la multiplication de P. falciparum par les sérums in vitro 

Après synchronisation de l’état de développement des parasites en culture (3D7wt) avec du sorbitol 

5% enfin d’avoir la morphologie souhaitée aux stades rings lors de la culture et du suivie quotidien et 

en suite on a effectué les expériences à une parasitémie de 1% et le taux d’hématocrite à 2%. Les 

expériences ont été faites dans les plaques de 96 puits, deux plaques ont été utilisés pour chaque série 

de sérums qui faisait cinq sérums et pour chaque Times pointe à savoir 48h et 96h incubation. On a 
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utilisé des sérums à 10% la forte concentration dans les cinq premiers puits de la plaque en position 

vertical dont RPMI utilisé était sans Albumax pour chaque sérum utilisé après une série de dilution 

d’un 1/2 jusqu’à 1/32 dans les puits suivants les cinq premières ou ils contenaient de RPMI avec de 

l’Albumax, ensuite on a mis des contrôles positifs avec du sang infectés (RBCis) et contrôles négatifs 

avec du sang normal (RBCs) normales. Ainsi le volume final de 120ul de préparation dans chaque puit 

est incubé à 37°C dans un incubateur avec 5% CO2. A chaque time pointe on centrifuge les plaques et 

enlever le surnageant pour ensuite les colorés avec du mitotracker et du Syber-green et les incubés 

pendant 1heure de temps, après on procède au lavage trois fois successifs avec la solution de lavage 

(voir annexe) et qui seront acheminer par une lecture au flow.  

 

Figure 15.Maps pour l’expérience des sérums sur des parasites infectés 

Détermination de la CI50 des sérums 

Le cymomètre en flux BD ACCURI C6 flow cytometer (numéro de série : 2901) a été utilisé pour 

déterminer le taux de survie des parasites à une série de dilution des différents sérums comme indiqué 

dans le Maps. Le logiciel GraphPad Prism version 8 a été utilisé pour : 1) l’analyse des données, 2) la 

prédiction des concentrations inhibitrices à 50 % (CI50). 
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Test in vitro des sérums en association avec du Dihydroartemisinine sur la multiplication des 

parasites : 

L’impact du taux d’anticorps sur CI50 du Dihydroartemisinine (DHA) a été mesurer suite de la 

suspension globulaire à une parasitémie de 1% et un taux d’hématocrite de 2% contenant CI50 du DHA 

avec un volume total de 180ul dans les premiers puits de la plaque en duplicate et ensuite diluer à 1/3 

de la position verticale contenant une concentration équimolaire de la première plus une concentration 

fixe des sérums à 10% qui a remplacé l’albumax, des contrôles ont été faites, un contrôle  de CI50 du 

DHA avec de RPMI complet , un contrôle positif avec du sang infecté et un contrôle négatif avec de 

sang normal qui étaient en duplicate.  

 

 

Figure 16. Maps pour l’expérience du médicament en association avec les sérums  
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Résume 

La culture et le test in vitro et ex-vivo de P. falciparum a facilité la recherche active sur le parasite du 

paludisme en vue de la recherche de connaissances fondamentales et de la découverte de traitements 

médicamenteux efficaces. Une telle méthode de culture et d’essais de médicament ne prenant en 

compte des aspects immunologiques s’avère donc une approche bénéfique durant le développement 

des médicaments. Ici, nous avons évalué in vitro l’influence des facteurs sériques humains sur l’activité 

inhibitrice de multiplication de Plasmodium falciparum en présence d’une molécule antipaludique. 

Nous avons effectué une étude expérimentale in vitro pour mesurer l’effet d’inhibition de la 

multiplication de P. falciparum d’une molécule anti paludique et des sérums collectés chez les sujets 

vivants dans des zones endémiques de paludisme. Les inhibitions étaient plus importantes à 48 heures 

avec les sérums de Koïla alors qu’elles étaient similaires à 48 heures et à 96 heures avec ceux de 

Dangassa. De façon générale, Nos résultats n’ont montré aucune corrélation entre les titres d’anticorps 

et l’inhibition. Certains sérums de Koïla ont boosté l’inhibition de la multiplication de P. falciparum 

par la DHA, tandis que d'autres l'ont réduit . En revanche, les sérums de Dangassa ont montré une 

interaction plus uniforme avec la DHA, seul un sérum réduisant légèrement son efficacité. 

Mots clés : P. falciparum, Antigènes, Anticorps, Enfants, Mali 
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Summary 

The in vitro and ex-vivo culture and testing of P. falciparum has facilitated active research into the 

malaria parasite with a view to gaining fundamental knowledge and discovering effective drug 

treatments. Such a method of drug cultivation and testing that does not take immunological aspects 

into account is therefore proving to be a beneficial approach during drug development. Here, we 

evaluated in vitro the influence of human serum factors on the multiplication inhibitory activity of 

Plasmodium falciparum in the presence of an antimalarial molecule. We carried out an experimental 

in vitro study to measure the inhibitory effect on P. falciparum multiplication of an anti-malarial 

molecule and sera collected from subjects living in malaria-endemic areas. Inhibition was greatest at 

48 hours with Koïla sera, whereas it was similar at 48 hours and 96 hours with Dangassa sera. Some 

Koïla sera boosted the inhibition of P. falciparum multiplication by DHA, while others reduced it. In 

contrast, Dangassa sera showed a more uniform interaction with DHA, with only one serum slightly 

reducing its efficacy. 

Key words: P. falciparum, Antigens, Antibodies, Children, Mali 
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