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Le paludisme  est une érythrocytopathie fébrile, hémolysante  due à la présence et à 

la multiplication dans les hépatocytes puis dans  les érythrocytes d’un hématozoaire 

du genre  Plasmodium, transmis à  un hôte vertébré  par la piqûre de l’Anophèle 

femelle infectée. Cinq espèces de Plasmodies : P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. 

ovale et P. knowlesi infectent Homo sapiens. Cette cinquième espèce est une espèce 

simiènne chez la quelle des infections humaines ont été découvertes [102]. Parmi ces 

espèces, Plasmodium falciparum  est la plus virulente et est responsable de la quasi-

totalité des décès dus au paludisme. Grâce à sa capacité de variation antigénique 

[41],  il peut échapper à la réponse immunitaire de l’hôte. Plasmodium falciparum est 

responsable  des formes graves compliquées, létales du paludisme (neuro-paludisme, 

anémie sévère….) [86]. Sa virulence est due en partie à la capacité des érythrocytes 

parasités à former des rosettes avec des globules rouges non parasités et à 

cytoadhérer dans les capillaires des organes nobles comme le cerveau, les poumons, 

l’intestin et le placenta [103]. Les globules rouges infectés adhèrent aux cellules 

endothéliales et à d’autres cellules sanguines par l’intermédiaire de « P. falciparum 

erythrocytes membrane protein-1 » (PfEMP-1) codée par une famille de gènes var 

[45]. 

 De nos jours le paludisme reste un problème important de santé. Il a causé en 2010 

environ 216 million de cas cliniques et 655000 décès [104] . Il atteint majoritairement 

les enfants de moins de cinq ans [72] et les femmes enceintes. Les primigestes sont 

particulièrement plus affectées que les multigestes; avec un risque d’accouchement  

prématuré et  d’un  faible poids à la naissance [17].  

Les zones endémiques regroupent 106 pays et plus de 81% des cas et 90% de décès 

sont enregistrés en Afrique au sud du Sahara [104].  
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Au Mali le paludisme est l'une des principales causes de morbidité et de mortalité, 

avec une transmission saisonnière. Il constitue 44% des motifs des consultations dans 

la population générale [35]. Le taux de létalité du paludisme grave et compliqué au 

service de pédiatrie de l’hôpital Gabriel Touré  était de 15,3% en 2001[95]. 

L’élimination/éradication du paludisme est un des objectifs du millénaire pour le 

développement. Pour atteindre cet objectif une stratégie intégrée de lutte utilisant 

plusieurs moyens est nécessaire. La vaccination antipaludique est l’outil idéal en 

santé publique. La mise au point d’un vaccin efficace contre le paludisme est 

cependant un défi majeur car malgré les efforts importants, aucun vaccin n’est de nos 

jours disponible. Ce retard dans le développement de vaccin antipaludique est lié à la 

complexité du cycle biologique du Plasmodium et la variabilité antigénique. Au cours 

de son cycle le parasite exprime plusieurs antigènes [47], menant à la variation 

antigénique [84]. Ce qui fait qu’il y’a une insuffisance de compréhension des 

mécanismes de protection immunitaire [64].
.
Il a été cependant établi que l’immunité 

antipaludique est âge-dépendant dans les zones endémiques. Plusieurs antigènes 

candidats vaccins, ont été identifiés et l’espoir repose sur un nombre réduit de 

candidats vaccins tels que le RTS,S et le MSP3, qui sont respectivement en phase III et 

IIB [29] et les vaccins boquant la transmission. L’évaluation de l’immunogénicité et de 

l’efficacité des vaccins est confrontée à l’absence de corrélat immunitaire de 

protection. Par ailleurs une multitude de méthodes sont utilisées pour évaluer les 

réponses humorales et cellulaires spécifiques aux différents antigènes malariques. 

Ainsi, les données  immunologiques  générées par différents laboratoires sont 

difficilement comparables et souvent contradictoires. Il y’a donc une nécessité  de  

mettre en place  des procédures standardisées  pour mieux analyser  les données afin 

de parvenir à des résultats concluants.   

C’est ainsi que le réseau Afro-Immuno-Assay (AIA),  mis en place à travers African 

Malaria Network  Trust (AMANET) en 2003, a développé des techniques 

immunologiques standardisées pour évaluer les réponses immunologiques au cours 
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des essais cliniques des candidats vaccins antipaludiques. Ce réseau regroupe huit  

pays africains qui participent à des essais de développement des vaccins 

antipaludiques. Le  « Malaria Research and Training Center » (MTRC), ayant conduit 

plus d’une douzaine d’essais cliniques de phase I et II a été sélectionné pour 

participer à ce réseau. Cette étude se situe dans ce cadre. 

Le présent travail a pour but d’évaluer les réponses humorales spécifiques contre 

trois antigènes de Plasmodium falciparum en utilisant les techniques standardisées 

de l’Afro-Immuno-Assay. 
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1. Objectif  général 

Evaluer la réponse naturelle anticorps contre 3  antigènes de stade sanguin de P. 

falciparum chez les enfants âgés  de 1 à 5 ans à Bandiagara. 

2. Objectifs spécifiques 

� Déterminer l’incidence  des accès palustres simples chez les enfants de 1 à 5 

ans vivant à Bandiagara 

�  Déterminer les taux d’IgM, d’IgG et de ses sous classes  spécifiques des 

antigènes AMA-1fvo, MSP-1hyb et GLURP-R2 chez les enfants de 1 à 5 ans de 

Bandiagara 

� Mesurer l’association entre les réponses IgM, IgG et sous classes d’IgG 

spécifiques de : AMA-1fvo, MSP-1hyb et GLURP-R2 et la protection contre les 

accès palustres 
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1. Cycle biologique du Plasmodium 

La vie du Plasmodium est parasitaire et se déroule chez deux hôtes successifs. Un 

hôte vertébré chez qui se déroule, le cycle asexué ou schizogonie et un hôte 

invertébré, un moustique femelle du genre Anopheles qui permet le cycle sexué ou 

sporogonie. C’est un cycle complexe faisant exprimer à chaque étape, de multiples 

antigènes entrainant ainsi des réponses immunitaires spécifiques de ces stades [85]. 

1.1. Schizogonie  

� Schizogonie intra-hépatocytaire: Lors de son repas sanguin, l’anophèle 

femelle injecte à l’homme à travers sa salive des sporozoïtes qui sont les formes 

métacycliques infectantes du plasmodium. Après 30 min à une heure de temps dans 

la circulation sanguine, ces sporozoïtes atteignent le foie et pénètrent les 

hépatocytes. Dans ces cellules chaque sporozoïte se développe et se transforme 

alors en schizonte qui à maturité s’éclate pour libérer 20.000 à 30.000 mérozoïtes 

dans la circulation sanguine. Chez P. vivax et P. ovale, certains trophozoïtes 

n'engendrent pas des schizontes, mais donnent plutôt des formes dormantes ou 

hypnozoïtes. Ces hypnozoïtes peuvent se réveiller et subir des divisions 

schizogoniques et donner des trophozoïtes. 

� Schizogonie intra-érythrocytaire : Dans la circulation sanguine, les mérozoïtes 

pénètrent activement dans les érythrocytes et se transforment en trophozoïtes. 

Après réplication de l’ADN et multiplication du noyau, chaque trophozoïte se 

transforme en schizonte ou corps en rosace. A maturité le schizonte éclate et libère 

des mérozoïtes qui vont immédiatement poursuivre un cycle  intra-érythrocytaire 

[48]. 

Après plusieurs cycles schizogoniques certains mérozoïtes se transforment en  

éléments à potentiel sexué : les gamétocytes mâles et femelles.    
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1.2. Sporogonie  

Au cours de son repas sanguin sur un individu infecté de gamétocytes, l’anophèle 

absorbe les éléments des différents stades parasitaires. Elle  digère les éléments 

asexués. Les gamétocytes femelles se transforment en macrogamètes. Les 

gamétocytes mâles par exflagellation et division nucléaire se transforment en 

microgamètes (haploïde à n chromosomes). 

La fécondation d’un macrogamète  par  un microgamète  donne naissance à un 

zygote (diploïde à 2n chromosomes) qui se transforme en ookinète mobile. Ce 

dernier traverse la paroi de l’estomac du moustique et forme un oocyste à l’intérieur 

du quel s’individualisent les sporozoïtes haploïdes à n chromosomes. A maturité 

l’oocyste éclate et libère les sporozoïtes qui migrent dans la glande salivaire du 

moustique.  Ils sont  inoculés à l’homme lors d’un repas sanguin infectant. 
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Figure 1: Cycle biologique du Plasmodium avec les différentes cibles de l’immunité. 

Source : http://www.jci.org Volume 120 Number 12 December 2010, date d’accès: 

14/07/12
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2. Immunité anti-palustre   

La connaissance des caractéristiques antigéniques du Plasmodium et la 

compréhension des mécanismes immunitaires au cours du paludisme sont 

nécessaires au développement des vaccins antipaludiques. 

Les sujets vivants en zone d’endémie palustre acquièrent une immunité clinique 

(prémunition) contre le paludisme. L’acquisition d’une telle immunité est lente et 

nécessite une exposition prolongée et répétée au parasite [75]. Cette réponse 

immune anti-palustre varie en fonction du niveau d’endémicité, des facteurs 

épidémiologiques et génétiques, de l’âge de l’hôte, du stade de développement et de 

l’espèce plasmodiale [87].  

Le système immunitaire humain comprend deux branches : l’immunité innée 

présente à la naissance, de mise en place rapide, non spécifique et l’immunité 

acquise, spécifique et de mise en place lente. Ces deux branches sont nécessaires et 

coopèrent pour assurer une réponse immunitaire anti-palustre efficiente. 

2.1. Immunité innée dans le paludisme 

2.1.1 Rôle des cellules 

2.1.1.1 Les granulocytes  

Les granulocytes ou polynucléaires sont des leucocytes caractérisés par un noyau 

polylobé et la présence de granules dans leur cytoplasme. Il existe 3 types de 

granulocytes : polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles.  Les 

neutrophiles sont les plus nombreux et représentent les premières cellules 

phagocytaires. Il a été montré qu’ils sont  capables de phagocyter les mérozoïtes [60] 

Ils expriment à leur surface des récepteurs pour la fraction Fc des immunoglobulines 

et des récepteurs du complément.  Ce qui facilitera la phagocytose des parasites par 
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l’intermédiaire du complément et des anticorps présents dans les sérums d’individus 

exposés [60]. Des cytokines telles que  le TNF-α, IFN-γ, le GM-CSF et IL-1β activent les 

neutrophiles et induisent significativement la phagocytose des mérozoïtes [61]. 

L’expression du Human Leucocyte Antigen-B35 a été aussi associée à la résistance à 

l’infection palustre [20]
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2.1.1.2  Monocytes/macrophages 

Les monocytes ont pour origine la moelle osseuse et sont libérés dans la circulation 

périphérique. Ce sont de grosses cellules mesurant 15 à 30 µm, avec un noyau en fer 

à cheval caractéristique. La membrane plasmique a un contour irrégulier et le 

cytoplasme contient de nombreux lysosomes. Ils représentent 5-10% des leucocytes 

et sont morphologiquement et fonctionnellement hétérogènes [7]. Le marqueur 

spécifique  des monocytes est le CD14. Ils peuvent exprimer également le CD16 et la 

co-expression de CD14 et de CD16 permet de distinguer 3 sous-classes de 

monocytes :  

- les monocytes CD14++CD16- dits «monocytes classiques» ; ayant pour rôle le 

recrutement des neutrophiles sur le site de l’inflammation 

- les monocytes  CD14+CD16+ appelés «monocytes pro-inflammatoires»  

secrétant de cytokines pro-inflammatoires  et  

- une population dite intermédiaire exprimant CD14++CD16+ [12] appelés aussi 

monocytes anti-inflammatoires, secrétant principalement l’IL-10.     

Les monocytes se différencient en macrophages dans les tissus. Ces macrophages 

sont groupés en sous-populations  ayant  des fonctions différentes selon leur mode 

d’activation. Les monocytes/macrophages secrètent des facteurs solubles comme  les 

cytokines et libèrent l’oxyde nitrique (NO), les radicaux libres oxygénés (O2
-
, OH

-
) et le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ces monocytes peuvent également inhiber la 

croissance des parasites par le mécanisme d’inhibition cellulaire dépendante des 

anticorps (ADCI) [16]. 

 

 



Analyse de la  réponse anticorps naturelle contre trois antigènes de P. falciparum  chez les enfants de 1 à 5 ans 

vivant à Bandiagara ; Mali 

 

Thèse de Pharmacie 2012-2013                                                           Amassagou Raymond DOUYON  

 

 30 

 

2.1.1.3  Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques (CDs) constituent la première ligne de défense du système 

immunitaire. Elles sont issues de la moelle osseuse et se subdivisent en deux 

groupes : les CDs myéloïdes et les CDs lymphoïdes[105].  Les  CDs lymphoïdes 

dérivent des cellules précurseurs issues de la moelle osseuse et colonisent 

primairement et secondairement les tissus lymphoïdes (thymus, rate, foie et 

ganglions lymphatiques) et y résident[21]. 

Les CDs ont une capacité migratoire et de présentation d’antigènes au niveau des 

organes lymphoïdes secondaires plus  accrue que les macrophages qui vivent et 

meurent sur place après recrutement par les tissus. Ce sont les cellules présentatrices 

d’antigènes professionnelles [21]. Les CDs sont fondamentales pour l’initiation de la 

réponse immune par éducation des cellules B et T, qui sont les cellules effectrices  de 

l’immunité acquise. Les différents sous-groupes  de CD sont reparties dans les tissus 

périphériques et dans le sang, reconnaissent  les molécules de surface exprimées par 

les microbes et  sécrètent des cytokines. Sous l’influence d’un stimulus 

inflammatoire, les CDs sont activées et entament leur processus de maturation 

conduisant  à l’activation et à  l’initiation de la  réponse cellulaire T [21]. 

2.1.1.4 Les cellules tueuses naturelles  

Les cellules tueuses naturelles (Natural killer ou NK) sont des types de lymphocytes, 

qui sont principalement trouvés dans le sang périphérique, la rate et dans la moelle 

osseuse. Elles constituent un composant important du système immunitaire inné[21]. 

Ces cellules jouent un rôle majeur dans  la destruction des cellules infectées par les 

virus et des tumeurs. Leur rôle dans la protection contre l’infection palustre reste 

encore à être élucidé. Il a été prouvé que l’activité des NK augmente chez les sujets 

infectés par le Plasmodium  et que cette activité dépend de la parasitémie et du taux 
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d’IFN-ƴ. Une autre étude a montré que lorsque les cellules mononuclées du sang 

périphérique sont  exposées aux globules rouges parasités, les NK sont les premières 

à produire l’IFN-ƴ [6]. La production d’IFN-ƴ  semble être liée à la fois à un contact 

direct entre les globules rouges parasités et les cellules NK et aussi à la présence des 

cellules accessoires lymphoïdes et myéloïdes [21].  

2.1.1.5 Les cellules T tueuses naturelles (NKT) 

Les cellules T tueuses naturelles (natural killer T cells : NKT) sont des cellules de 

l’immunité innée récemment décrite et ayant les même caractéristiques que les 

cellules NK et les cellules T. Leur capacité à produire une grande quantité de  

cytokines après activation leur permet d’établir une immunité  innée et 

adaptative[96]. L’activation des cellules NKT leur permet le recrutement et 

l’activation des cellules dendritiques, des NK, des CD4+ et CD8+. Le rôle des cellules  

NKT comme cellule T helper  dans la régulation de la réponse humorale anti-palustre 

in vivo a été confirmé plus tard  par deux études indépendantes.  Les cellules  NKT 

semblent ne pas avoir un rôle clair  dans la réponse immune contre le stade 

érythrocytaire[21].  

2.1.1.6 Les cellules T gamma-delta  

Ce  sont des sous-classes de lymphocytes ayant plusieurs caractéristiques des cellules 

de l’immunité innée, qui leur permet une activation rapide après la reconnaissance 

des ligands. Les cellules Tγδ réagissent avec une grande variété de cellules incluant les 

cellules de l’immunité innée, les cellules T, les cellules B aussi bien que les tissus non-

immuns. Elles induisent les réponses innée et adaptative et peuvent promouvoir la 

réparation et la cicatrisation [15]. Elles ont les mêmes caractéristiques que les cellules 

NK et NKT, telle que la capacité de secréter une grande  quantité de cytokines pro-

inflammatoires et une activité cytolytique contre les tumeurs et les pathogènes. Il est 

connu que les Tγδ  constituent une forme  de cellules  à part de la réponse immune 
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contre Plasmodium falciparum. Il a été observé que les cellules Tγδ inhibent le 

développement des formes asexuées sanguines de P. falciparum  par le mécanisme 

de cytotoxicité dépendant de l’exocytose des granules. En plus des études ont 

montré que P. falciparum  induit une expansion des Tγδ jusqu’à 30% des cellules T 

circulant chez l’homme  suggérant leur rôle potentiel dans la clairance des parasites 

[27]. 
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Figure 2 : Origine et phénotypes des cellules de l’immunité innée  

Source : Trend in Immunology, date d’accès 20/03/2013 
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2.1.2 Rôle du complément                                                                               

Le complément est présent dans le sérum d’une façon naturelle en dehors toute 

stimulation antigénique. Ce système nommé par C joue un rôle important dans la 

défense contre les pathogène par l’opsonisation, la réponse inflammatoire, 

l’élimination des complexes antigène-anticorps ou par destruction des pathogènes. Il 

est constitué d’une trentaine de protéines membranaires et plasmatiques [43].  

Le système de complément connait trois voies d’activation : 

- La voie classique ; activée par reconnaissance d’un complexe antigène-

anticorps 

- La voie alterne ; par fixation directe sur le pathogène 

- La voie des lectines ; par fixation des polyosides sur la surface des pathogènes 

Ces trois voies diffèrent par leur mode d’activation. Elles aboutissent toutes à la 

formation de deux complexes à activité enzymatique : C3a et C5a convertases[43]. 

Au cours du paludisme le système du complément est activé par les antigènes 

exprimés à la surface des globules rouges parasités [1;101]. L’hémoglobine et 

l’hématine libérés par la lyse intravasculaire des  érythrocytes infectés par P. 

falciparum ont des propriétés inflammatoires et peuvent activer le complément 

[59;74]. Chez des enfants faisant le paludisme simple un  taux faible de C3, C4 et C1q 

a été observé. Selon l’étude de Wenish, l’activation de la voie classique aussi bien que 

de la voie alterne est associée  à une augmentation de Bb, Sc5b-9 et de C4d [101].  La 

voie des « Mannose Binding Lectines »(MLB) quant à elle pourrait être  activée par la 

liaison des lectines aux érythrocytes infectés.  Ainsi un déficit en lectine liant les 

mannoses, peut compromettre  la capacité de l’organisme à  lutter contre le 

paludisme [14;66]. Les fractions C3a et C5a obtenues par clivage de C ont des 
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propriétés chimiotactiques permettant le recrutement des cellules inflammatoires 

[22].  

2.2 Immunité adaptative dans le paludisme 

L’immunité adaptative se caractérise par sa spécificité pour l’agent pathogène. Son 

apparition remonte environ à 200 millions d’années avec l’acquisition de nouveaux 

outils et la mise en place de mécanismes plus complexe de défense de l’organisme 

[43]. Les mécanismes précurseurs de cette immunité ne préexistent pas mais 

s’acquièrent spécifiquement face à un pathogène donné. Ainsi les effecteurs sont 

conservés et mis en mémoire. Le système  immunitaire se construit au cours de la vie  

de l’individu en fonction des micro-organismes qu’il rencontre. Les composants 

humoraux aussi bien que cellulaires participent à l’immunité adaptative[43].  

2.2.1  Immunité  à médiation  cellulaire  

Les cellules T CD8+ assurent la réponse cytotoxique alors que les cellules T CD4+ sont 

des cellules auxiliaires ou ¨ T helper¨. Les cellules T CD8+ reconnaissent les fragments 

de peptide présentés en association avec  la molécule CMH de classe I tandis que les 

T CD4+ réagissent avec ceux présentés par la molécule CMH de classe II sur les 

cellules présentatrices d’antigènes. Les cellules T CD4+ se subdivisent en sous 

groupes selon le type de cytokines qu’elles produisent. Initialement 2 sous-

populations composées par les Th1 et les Th2 avaient été décrites [106]. Les cellules 

Th1 produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que IFN-ƴ et IL-2 alors que les 

Th2 produisent des cytokines anti-inflammatoires  IL-4 et IL-13 régulant la réponse 

des anticorps. Les Th1 induites par le Plasmodium protègent aussi bien contre le 

stade hépatique qu’érythrocytaire[21]. D’autres sous populations ont été décrites 

plus tard notamment les Th17 et les T reg. Le rôle des cellules Th17 et des T reg  dans 

la protection contre le paludisme reste à explorer. Les cellules T CD8+ se subdivisent 

en trois sous groupes selon l’expression de CD62 et de CD127. Les cellules T 

mémoires expriment à la fois CD62 et CD127L : CD62L+ CD127+ [21]. 
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Les études de vaccination avec les sporozoïtes atténués ont montré que les cellules T 

cytotoxiques interviennent dans la destruction des hépatocytes infectés par le 

Plasmodium [56;99]. Les cellules T CD4+ et CD8+ seraient actives également contre 

les formes érythrocytaires par la production d’IFN-γ et l’induction d’oxyde nitrique 

(NO) [79]. 

2.2.2  Immunité humorale  

Les cellules B, les seules capables de se différencier en plasmocytes sécréteurs 

d’anticorps, jouent un rôle important  dans l’immunité humorale. Elles constituent 

15% des lymphocytes [21]. Dans la rate le centre germinatif  est l’un des sites 

essentiels pour l’initiation et la prolifération des cellules B activées. En réponse aux 

antigènes trois évènements  importants de différenciation  des cellules B prennent 

place dans le centre germinatif : a) la maturation de l’affinité, b) la commutation 

isotypique des immunoglobulines  et c) la constitution de cellules B mémoires qui se 

différencie rapidement dans le plasma lors d’un second contact avec l’antigène[21]. 

Chez les sujets vivant en zone d’endémie palustre, l’infection induit une forte réponse 

humorale avec production  d’IgM et IgG ainsi que d’autres isotypes [76]. 

Plusieurs études sont en faveur d’un rôle prépondérant des anticorps dans 

l’immunité contre le Plasmodium : 

 Le transfert passif d’IgG purifiées de sérums immuns aux  sujets non immuns 

protège contre le paludisme [24]. 

 Les nourrissons seraient protégés contre le paludisme pendant les premiers 

mois de leur vie grâce aux anticorps maternels d’isotypes IgG [86]. 

 Dans des études longitudinales, la prévalence et le niveau des anticorps anti-

plasmodiaux étaient associés à la protection contre le paludisme clinique [81].  
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 Les mécanismes effecteurs des anticorps sont : l’opsonisation, la neutralisation 

ou le blocage, l’activation du complément et de la cytotoxicité anticorps dépendante. 

Les sous-classes  d’IgG, particulièrement les sous classes cytophiliques IgG1 et IgG3 

jouent un rôle important dans l’immunité anti-palustre. Ces anticorps cytophiliques 

se fixent par leur fragment cristallisable (Fc) aux récepteurs des monocytes, 

conduisant à l’activation de ces cellules lesquelles inhiberaient la croissance du 

parasite. C’est le  mécanisme d’ADCI [50]. Par ailleurs des cas de protection liée  à un 

taux élevé d’IgG2 ont été rapportés. Une  étude plus récente  a montré que le 

génotype FcƴRIIα R131H peut influencer les réponses des sous classes d’IgG à la 

protection contre le paludisme et les porteurs de l’allèle H ont un niveau élevé d’IgG2 

chez les peulhs. Il existe une association entre le taux d’anticorps  et la protection 

contre le paludisme. La réponse anticorps peut être influencée par l’âge, l’exposition, 

le taux de transmission et les facteurs génétiques de l’hôte [21].  
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Figure 3: Structure de l’Immunoglobine G (IgG) chez l’homme 
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Figure 4 : Structure des sous-classes d’IgG chez l’homme (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) 
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Figure 5: Structure de l’IgM sérique chez l’homme 
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3.  Mécanisme d’évasion immune du  parasite  

La protection contre le paludisme à P. falciparum est corrélée avec l’acquisition de 

l’immunité humorale contre les différents antigènes exprimés par le parasite sur la 

surface des globules rouges infectés. La sensibilité au paludisme clinique est liée au 

manque d’anticorps spécifiques aux variant d’antigènes exprimés par le parasite. 

Plasmodium falciparum peut ainsi maintenir une infection chronique en subissant 

seulement une clairance partielle. La famille multigène var code un variant 

d’antigène: ‘’Plasmodium falciparum Membrane  Protéin 1’’ (PfEMP1) [88] . Cet 

antigène est impliqué dans  la formation de rosettes des érythrocytes et la 

séquestration  des globules rouges infectés. Chaque génome du parasite porte 40-60 

gènes var, mais exprime en général une seule PfEMP1 à la fois, offrant un large 

répertoire de molécules de surface considérées comme importantes pour échapper 

au système immunitaire et pour la pathogenèse. Le changement d’antigènes permet 

l’expansion de clones des  parasites exprimant un variant de gène différent 

entrainant une nouvelle vague de parasitémie. La différence d’affinité des variants de 

protéines pour les récepteurs de l’hôte est un facteur de virulence. Ceci permet 

l’apparition d’autres souches de parasites et expose l’hôte à d’autres infections. Chez 

la femme enceinte  il existe des gènes var particuliers ; var1csa et var2csa, qui se lient 

spécifiquement à la ‘’chondroitin sulfate A’’ (CSA) et entraine l’attachement des 

érythrocytes infectés aux syncytotroblastes du placenta [78]. La capacité qu’a le 

Plasmodium falciparum à  exprimer sélectivement var1csa et var2csa chez la femme 

enceinte pourrait expliquer  la gravité du paludisme au cours d’une grossesse. Après 

plusieurs grossesses la femme produit des anticorps anti-var1csa et anti-var2csa qui 

la protège ainsi que son fœtus contre cette forme sévère de paludisme. Ceci montre 

le rôle des variant antigéniques dans l’évasion immune des parasites ; le mécanisme 

de virulence et le rôle des anticorps dans la protection [9].  

La capacité des gamétocytes  à produire des variations antigéniques constitue 

également un mécanisme d’évasion de plus du système immunitaire pour le 
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Plasmodium. Récemment Barry et al ont montré que pendant la phase de zygote et 

d’ookinète, des combinaisons entre des gènes de différentes souches de Plasmodium 

falciparum peuvent se produire.  Ceci contribue à la diversité énorme de  répertoire 

de ces gènes [97]. 

Les zones d’endémie palustre étant des zones où sévissent aussi les helminthiases, il 

est fréquent de rencontrer des cas de co-infection Plasmodium-helminthe. Le 

Plasmodium étant un parasite intracellulaire, induit la production de cytokines par la 

voie Th1. La présence d’helminthes entraine une orientation vers la voie Th2.  Ainsi 

chez le sujet ayant une co-infection, le système immunitaire n’est pas assez efficace 

contre le Plasmodium. En effet une étude au Madagascar a montré que les enfants 

porteurs, d’une co-infection Plasmodium-helminthe traités avec un anti-helminthe 

faisaient 2,5 fois moins d’accès palustres  que ceux ayant reçu un placebo. Au 

Sénégal, il a été montré que l’incidence du paludisme  augmentait chez des individus 

ayant un nombre élevé d’œufs de schistosome comparés à ceux ayant un nombre 

d’œuf faible [82].  A Bandiagara Kirsten E. LYKE et collaborateur ont mis  en évidence 

a) une baisse de la densité parasitaire,  

b) une baisse d’incidence et  

c) un prolongement du temps au premier épisode de paludisme chez des enfants co-

infectés avec le Plasmodium et le schistosome. Ces enfants excrétaient en effet une 

faible quantité d’œufs.  

 

4.  Conséquences immuno-pathologiques 

Selon l’espèce de Plasmodium en cause et l’hôte; l’infection palustre peut se 

présenter sous différentes formes. Le Plasmodium falciparum présente la plus grande 

menace pour la vie. Dans les zones d’endémicité palustre; l’anémie sévère, 

l’hypoglycémie, la défaillance rénale et le neuro-paludisme 
 

constituent les 

manifestations pernicieuses et les causes de mortalité infantile.  
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Les signes cliniques apparaissent lorsque le parasite pénètre et commence à se 

multiplier dans les érythrocytes.  Le Plasmodium falciparum de part sa capacité de 

multiplication et de séquestration des globules rouges dans les petits vaisseaux 

constitue l’espèce la plus virulente et responsable du paludisme sévère. A ce stade 

beaucoup de substances interviennent comme médiateurs de l’immunité. 

Clark et al. ont suggéré que le « ROS » joue un rôle dans la pathogénicité du 

paludisme sévère. Les érythrocytes extravasculaires conduisent  à la génération de 

« ROS »  entrainant le comma et l’endommagement des tissus locaux, y compris le 

cerveau. Mais le « ROS » produit par les leucocytes détruit aussi les parasites. Il a été 

constaté que la production de cette substance augmente chez les adultes infectés par 

Plasmodium falciparum; particulièrement dans le cas sévère [34]
 
.
.
Chez les enfants, 

elle est associée à l’anémie  et des produits de peroxydation de lipides ont été 

trouvés dans le liquide cérébrospinal en cas de paludisme cérébral [30]. 

Clark et al en 1987, ont suggéré que le TNF-α était un médiateur possible du 

paludisme sévère. Ainsi plusieurs cytokines telles qu’IFN-γ, IL-1B et IL-10, ont été 

identifiées comme étant responsables des symptômes cérébraux. Un anticorps 

monoclonal anti-TNF-α atténue  la fièvre chez les enfants ayant un paludisme 

cérébral [31].  Dans un début de paludisme à Plasmodium vivax, un taux très élevé de 

TNF-α a été mesuré, supposant qu’un tel taux ne peut pas en soit causer une maladie 

sévère. En plus, le TNF-α peut inhiber la multiplication des parasites[3]. Les parasites 

n’ont pas la même capacité à induire la libération des TNF- α. Chez les patients avec 

le paludisme cérébral, les parasites induisent plus de TNF-α que chez les patients 

avec un paludisme simple[98]. 

Les facteurs liés à l’hôte constituent un déterminant important dans la libération de 

TNF-α. Bien que le TNF-α soit le médiateur inflammatoire recherché dans le 

paludisme, il est évident qu’il y ait une augmentation de la production d’IL-10 dans le 

paludisme sévère. L’élévation du taux de TNF- α pourrait amplifier la séquestration 



Analyse de la  réponse anticorps naturelle contre trois antigènes de P. falciparum  chez les enfants de 1 à 5 ans 

vivant à Bandiagara ; Mali 

 

Thèse de Pharmacie 2012-2013                                                           Amassagou Raymond DOUYON  

 

 44 

des récepteurs responsables de la cyto-adhérence des parasites (ICAM-1, VCAM-1). Il 

y a aussi une augmentation du taux d’IL-6 et d’IL-8 dans les infections à Plasmodium 

falciparum. Le taux d’IL-8 reste élevé pendant plus de quatre semaines après curation 

de l’infection   aiguë. 

Quant à l’oxyde nitrique, il a été identifié comme étant un médiateur potentiel du 

TNF- α. L’NO intervient dans la défense de l’hôte par destruction des micro-

organismes intracellulaire[23] par maintien de la circulation de par son action sur les 

cellules endothéliales et par neurotransmission. Le NO est produit dans les cellules 

endothéliales cérébrales où il diffuse dans les tissus interférant avec la 

neurotransmission. Il peut causer un dommage neurologique par formation de 

peroxynitrite. Le NO se métabolise en nitrate et en nitrite. 

5.  Paludisme et génétique  

Certains facteurs génétiques tel que les hémoglobinopathies, le déficit en G6PD et le 

défaut d’expression érythrocytaire de l’antigène Duffy confèrent à l’homme une 

résistance naturelle vis-à-vis de l’infection palustre. Les sujets porteurs des 

hémoglobines S et C font moins d’accès palustres graves comparativement aux sujets 

normaux AA.  Les formes homozygotes SS et hétérozygotes AS de la maladie sont plus 

fréquentes en Afrique Subsaharienne où le paludisme sévit particulièrement. La 

forme homozygote confère une protection de 60% contre le paludisme simple et de 

90% contre le paludisme grave [54]. En effet, des études in vitro ont apporté 

l’évidence que le développement de Plasmodium falciparum était inhibé dans les 

globules rouges contenant l’hémoglobine C que ceux ayant des hémoglobines 

normaux AA [44]. Une étude conduite chez les dogons au Mali a montré une 

réduction de 80% du risque de paludisme grave liée à l’Hb C [2], et au Burkina Faso 

une réduction de 90% et 30% respectivement de paludisme grave et simple [68]. 

Enfin, P. falciparum se développerait moins bien dans les érythrocytes homozygotes 

HbS [46;73], et plus récemment Lamonte et al. ont montré que les microARN 
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(miRNA) d’érythrocytes hétérozygotes HbAS ou homozygotes HbSS transloquent dans 

le génome du Plasmodium et inhibent ainsi sa croissance  [63]. Les miARN sont des 

petits segments d’acides ribonucléiques (ARN) double-brin, régulateurs post-

transcriptionnels capables d’extinction de l’expression d’un gène [10]. Le déficit en 

G6PD, est un déficit enzymatique qui protègerait contre le paludisme. La distribution 

géographique de cette enzymopathie se superpose à celle du paludisme. La forme  

(A-) du déficit en G6PD qui a été décrit comme protégeant préférentiellement les 

hémizygotes mâles contre le paludisme sévère [51;52;83]. L’infection à Plasmodium 

vivax est rare chez les personnes à peau noire à cause de l’absence de l’antigène 

érythrocytaire Duffy que P. vivax utilise pour pénétrer dans l’érythrocyte [20]. 

Des études dans les groupes ethniques sympatriques vivant ensemble dans la  même 

localité ont montré que les peuls résistent plus à l’infection palustre que les Dogons 

et les Mossi. En effet Dolo A. et al  en 2005 et Modiano D et al. en 2007-2008 ont 

respectivement montré que les Dogon et les Mossi ont plus d’accès  palustres que 

leurs voisins sympatriques peulh, qui pourtant vivent dans les même conditions 

d’exposition au paludisme [37;68]. Arama C, et al. en 2011 ont montré que cette 

différence de susceptibilité ethnique s’expliquerait par une différence d’activation 

des cellules dendritiques  et de réponse spécifique à des ligands des ¨Toll Like 

Receptor¨ [5]. 

Avec le décryptage du génome humain d’autres gènes de susceptibilité au paludisme 

seront sans doute identifiés. 

6.  Les antigènes du Plasmodium 

Le Plasmodium subit plusieurs modifications morphologiques au cours de son cycle 

biologique aussi bien chez l’homme que chez le vecteur. A chaque étape de 

développement correspond une expression de nouveaux antigènes. Ainsi, plus de 

deux milles antigènes ont été identifiés chez le Plasmodium. Ces antigènes peuvent 

être classés selon les étapes du cycle de développement du parasite, en antigènes de 
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stades pré-érythrocytaires (sporozoïtes et formes hépatiques), de stades 

érythrocytaires (mérozoïtes, trophozoïtes, schizontes) et de stade sexué 

(gamétocytes). Le génome nucléaire de P. falciparum a une taille de 22,8 Mb repartis 

sur 14 chromosomes comportant environ 5300 gènes. Les produits de nombreux 

gènes sont impliqués dans l’interaction hôte parasite et l’évasion immune [47]. 

Nous décrivons ici 3 antigènes du stade érythrocytaire utilisés dans cette étude
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6.1. Apical Membrane Antigen-1 (AMA-1) 

AMA-1 est une protéine intégrale de type 1 de la membrane ayant un segment 

cytoplasmique et une région extracellulaire respectivement de 55 et de 550 

aminoacides. Cette  dernière partie est divisée par les ponts disulfures en trois 

domaines [55]. La protéine est codée par un gène  localisé sur le chromosome 11. 

C’est une molécule qui a tout d’abord été identifiée comme une protéine de 66 kDa 

chez P. knowlesi (pk66). Son  orthologue chez P. falciparum est ‘’Apical Membrane 

Antigen’’AMA-1, une protéine de 83kDa [77]. Au cours de la synthèse, elle est 

localisée d’abord sur le cou du rhoptrie, et détectée  sur la surface des mérozoïtes au 

moment de la rupture des schizontes. Là elle est impliquée dans l’interaction 

mérozoïtes- globules rouges, précédant l’invasion. AMA-1 est une molécule 

polymorphe. Ce polymorphisme est du à la substitution d’un aminoacide, elle même 

liée à la pression immune de l’hôte sur le parasite. Bien que cela fait de AMA-1 une 

cible potentielle de la réponse immune naturelle ainsi que de celle induite par un 

vaccin, le polymorphisme présente un défi pratique pour le développement d’un 

vaccin effectif [38;39;89].  

Des expériences faites avec des IgG purifiées à  partir d’anticorps monospécifiques de 

FVO et 3D7 ont prouvé l’induction d’anticorps contre les épitopes communs. Plus de 

80% des épitopes induisant une réaction croisée entre ces deux allèles de PfAMA-1 

sont partagés avec HB3 et CAMP. En plus les IgG anti-3D7 et FVO sont capables de 

faire déplacer plus 80% des  anticorps actifs contre les souches HB3 et CAMP. 

Cependant cette fraction «cross-réactive» n’est pas suffisante pour inhiber d’une 

façon effective l’invasion des érythrocytes par les mérozoïtes d’une souche 

hétérologue de parasite [62]. L’ectodomaine d’AMA-1 est une  cible de vaccin. Il est 

reconstitué en protéines de 44kDa et 48 kDa alternantes sur les mérozoïtes  pour 

l’invasion des globules rouges [80]. Des expériences d’immunisation actives et 
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passives in vitro ont montré qu’AMA-1 participe à l’effectivité des réponses immunes 

contre les stades érythrocytaires des parasites. La première évidence du potentiel 

vaccinal d’AMA-1 vient des études effectuées avec pk66. Un anticorps monoclonal a 

bloqué l’invasion des  érythrocytes des rhésus par P. knowlesi in vitro [32]. La 

vaccination avec pk66 purifié a induit la protection de 4/6 des singes dans une 

expérience sur le stade érythrocytaire de P. knowlesi. En plus les sérums de singes 

protégés ont inhibé la croissance des parasites in vitro, supposant  que pk66 induit 

des anticorps inhibiteurs  [33]. Kennedy et al.ont montré que les anticorps anti-AMA-

1 étaient augmentés chez les rats et qu’ils inhibaient l’invasion des globules rouges 

par les mérozoïtes de souches hétérologues de parasites.  Mais il y avait une 

corrélation inverse entre le degré d’inhibition de croissance et la distance génétique 

entre les souches de parasite[25].   
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Figure 6: Structure d’Apical Membrane Antigen-1. Domaine I en jaune et domaine II 

en rouge. [8] 
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6.2. Glutamate Rich Protein-R2: GLURP-R2 

GLURP est une protéine de 220kD exprimée aux stades hépatiques, asexués et sexués 

du cycle de vie du parasite [40]. Cette protéine peut être divisée en une région non 

répétée N-terminale (R25-500  ou R0),  de l’acide aminé 94 à l’acide aminé 489, une 

région centrale répétée (R1) et une région répétée C-terminale (R2)  qui s’étend de 

l’acide aminé 705 à l’acide aminé 1178 [91]. Elle est codée par un gène localisé sur le 

chromosome 10. Plusieurs études immuno-épidémiologiques utilisant des sérums et 

des données cliniques de différents sites ont montré que de taux élevés d’IgG anti-

GLURP-RO étaient  significativement corrélés à la protection contre les fortes 

parasitémies et les épisodes palustres fébriles [57]. Les anticorps  protecteurs 

agiraient par le mécanisme  ‘’Antidody Dependent Cytotoxic Inhibition’’ (ADCI) 

[16;91]. Une étude au Sénégal a montré une forte corrélation entre la protection 

contre l’infection palustre et des taux élevés d’IgG2 et IgG3 spécifiques  à GLURP-R0 

(aa94-489), et d’IgG3 contre GLURP-R2 (aa705-1178). Bien que les anticorps anti-

GLURP purifiés inhibent la croissance in vitro des parasites au stade érythrocytaire, il 

n’est pas clair que ces anticorps assurent  la protection contre les parasites du stade 

hépatique. GLURP est un antigène exprimé à tous les stades de développement du 

cycle biologique du parasite [65].  Cet antigène combiné au MSP-3 en une protéine 

de fusion a été testé en Phase 1 et est actuellement en essai de Phase II 

multicentrique [11].  

 

6.3. Merozoïtes Surface Protein-1: MSP-1. 

MSP-1, est une protéine de 190 à 230 kDa qui a d’abord été identifiée sur la surface 

des mérozoïtes de stade sanguin [58].  C’est une protéine codée par un gène  localisé 

dur le chromosome 9. Au moment de la rupture des schizontes et de la libération des 

mérozoïtes,  le MSP-1 précurseur est scindé en deux fragments distincts. Parmi ces 
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fragments, le fragment C-terminal de 42 kDa (MSP142) a été bien étudié. MSP142 est 

aussi scindée en un fragment soluble de 33kDa et de 19kDa (MSP119) qui reste 

attaché à la membrane du mérozoïtes à travers le glucophosphatidyl inositol Anchor. 

MSP119 contient deux domaines épidermiques  qui sont riches en résidus de cystéines 

[13]. Les données de plusieurs études  épidémiologiques et de laboratoires  ont 

démontré que MSP1 est une cible d’immunités protectrices. Il a été démontré que la 

présence d’anticorps contre MSP119 est associée à la protection contre le paludisme 

clinique à P.falciparum [42].  Les séquences de gènes MSP1 obtenus de différents 

sites ont montré un polymorphisme suggérant que la molécule est sous une intense 

pression immune [67]. Des études in vitro ont montré que les anticorps monoclonaux 

et polyclonaux spécifiques au fragment de 19 ou 42 kDa bloquent la pénétration des 

mérozoïtes dans les hématies [19]. 

Plus récemment plusieurs équipes ont démontré que l’immunisation par  MSP119  

recombinant exprimée par E. coli en fusion avec  le glutathionne s-transférase  

induisait une protection contre les parasites de P. yeolii  [94]. Le mécanisme précis de 

l’immunité induite par le vaccin MSP119 n’est pas clair. Par ailleurs les données 

disponibles suggèrent que la protection immune est réalisée par les anticorps, et 

dépendante du locus H-2 de la souris [54]. Les études effectuées au Mali ont montré 

un polymorpshime de MSP-1 qui peut compromettre l’efficacité d’un vaccin à base de 

cet antigène [90].  
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Figure 7: Localisation de quelques antigènes de mérozoites cibles de la réponse 

immunitaires. Source: Parasitology Today, vol.16, no.10, 2000
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7. Aperçu sur les vaccins antipaludiques 

Le vaccin est un outil efficient en santé publique pour le contrôle du paludisme mais 

toutes les tentatives n’ont pas permis d’avoir à ce jour un vaccin disponible. 

Cependant des progrès importants ont été accomplis : un certain nombre de 

candidats vaccins antipaludiques ont fait l’objet d’essais de phases I, II et III. 

7.1. Vaccins de stade pré-érythrocytaire 

Les vaccins du stade hépatique sont conçus pour prévenir l’infection de l’homme par 

la forme métacyclique infectante du Plasmodium ; les sporozoïtes. Ce type de vaccin 

doit être efficace à 100% pour assurer la protection contre l’accès palustre car du fait 

de la forte réplication des sporozoïtes, il est possible que certains échappent à 

l’immunité et pénètrent dans les hépatocytes.  Cela peut conduire à une invasion des 

érythrocytes.  

Ces vaccins sont ceux constitués de sporozoïtes entières tués et ceux constitués 

d’une partie antigénique de la protéine circumsporozoïte [71]. Le RTS, S est le plus 

avancé des vaccins du stade hépatique. Il est constitué de la protéine 

circumsporozoïte de P. falciparum (RTS) fusionnée avec l’antigène de surface du virus 

de l’hépatite B (S).  RTS est un polypeptide constitué de  188 acides aminés, allant  

d’aa 207-395 du gène CS de la souche 3D7 de P. falciparum. S est un polypeptide de 

226 acides aminés. Les résultats d’essai de phase II en Afrique indiquaient que ce 

candidat vaccin  conférait une protection de 30-50%  et présentait une bonne 

tolérance [53]. La protection obtenue est cependant  de courte durée. Le RTS,S peut 

réduire les manifestations cliniques du paludisme par une réduction temporaire du 

nombre de mérozoïtes issus du  foie. Plusieurs formulations de la CS ont été évaluées 

sans succès notamment celles utilisant les vecteurs viraux [28]. 
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La protéine transversale de l’ookinète et du sporozoïtes (CelTos) a été récemment 

identifiée comme essentielle au parasite aussi bien chez le mammifère que chez 

l’insecte. Le CelTos est un candidat vaccin potentiel du stade pré-érythrocytaire dans 

le model murin. Il a expérimentalement induit une protection complètement 

stérilisante contre les sporozoïtes.  D’autres antigènes comme la TRAP 

(Thrombospondin Related Adhesion Protein) et le LSA (Liver Stage Antigen) sont en 

cours d’évaluation chez l’homme. Parmi tous les candidats vaccins pré-

érythrocytaires, le vaccin constitué de parasites génétiquement atténués, bloquant le 

cycle au stade hépatique tardif semble le meilleur choix [21]. 

7.2. Vaccins du stade érythrocytaire 

Ce sont des vaccins conçus pour éviter l’invasion des érythrocytes par les mérozoïtes 

ou inhiber leur développement intraérythrocytaire et prévenir l’apparition des signes 

cliniques [5]. De nos jours certains vaccins du stade sanguin ont fait l’objet plusieurs 

essais cliniques. Ce sont le ¨Apical Membran Antigen 1¨(AMA-1), le ¨Erythrocyte 

Binding Antigen-175¨ (EBA-175), ¨Glutamate Rich Protein¨(GLURP), le ¨Merozoite 

Surface Antigen-1¨(MSP-1), MSP-2, MSP-3 et le ¨Serine Repeat Antigen-5¨ (SERA-5). 

Ils sont hautement exprimés à la surface des mérozoïtes. Compte tenu de leur 

polymorphisme AMA-1 et MSP-1  n’ont pas fait preuve d’efficacité en Afrique. Pour 

accroitre l’efficacité de ces vaccins, des stratégies comme l’utilisation de nouvel 

adjuvant,  de vecteur viral ou la combinaison d’AMA-1 et de MSP-1 sont en cours 

d’investigation. En théorie il est possible de développer un vaccin qui pourrait 

protéger les enfants contre les accès palustres. La diversité génétique du parasite, la 

pression sélective de l’immunité de l’hôte sont des facteurs à prendre en compte 

pour le  développement effectif de vaccins contre le stade sanguins [5]. 
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7.3. Vaccins bloquant la transmission 

Ces vaccins ont pour cible les gamètes, le zygote et l’ookinète pour prévenir le 

développement du parasite dans le tube digestif  du moustique. Le but de ce genre 

de vaccin est de produire des anticorps contre les formes sexuée afin d’empêcher 

leur évolution en sporozoïtes dans la glandes salivaire du moustique [18]. Ces vaccins 

ne préviennent pas l’infection par le Plasmodium, mais permettent de diminuer la 

charge de la maladie. Ils visent  à protéger toute une communauté entière. Le 

pionnier des  candidats vaccins de ce genre contient des antigènes de surface des 

ookinètes; Pfs25 et Pfs28 ou  Pvs25 et Pvs28 de P. vivax.  Ce type de vaccin serait un 

outil important pour l’élimination du paludisme [5]. 
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1. Lieu d’étude 

L’étude s’est déroulée dans la ville de Bandiagara, chef lieu de cercle du même nom 

située sur le plateau Dogon dans la région de Mopti. Elle s’étend de l’isohyète 200 

mm à l’isohyète 700 mm. La ville est traversée par un affluent du fleuve Niger : le 

‘‘Yamé’’ qui constitue un gîte pour le développement des anophèles pendant une 

bonne partie de l’année. La végétation est de type sahélien sur un plateau rocailleux. 

Elle est dominée par des essences épineuses telles que  Balanites eagyptiaca,  Acacia 

pycnantyha, Tamarindus indica, Lanea etc. 

 Le climat est caractérisé par une courte saison de pluie allant de juillet à octobre 

avec une pluviométrie variant entre 400 et 700 mm d’eau par an et une saison sèche 

plus longue de novembre à juin. Le relief est dominé par une longue chaîne de 

montagne de grès.  

L’activité économique est essentiellement agropastorale et le tourisme est également 

assez développé. 

La ville de Bandiagara compte environ 15000  habitants. La population est composée 

majoritairement de Dogons (environ 65%), suivis dans l’ordre décroissant des Peuhls, 

Mossis, Bozos, Bambaras, Sonrhaïs, Sénoufos. Cette population est majoritairement 

jeune avec 57% de personnes âgée de moins de 20 ans. La transmission du paludisme 

est saisonnière et couvre toute la saison des pluies. 

La ville dispose de trois groupes scolaires et d’un lycée. Par ailleurs plusieurs 

Organisations non gouvernementales et projets de développement communautaire y 

sont présents.  En plus du centre de santé de référence, il existe un Centre Régional 

de Recherche en Médecine Traditionnelle (CRMT), un centre de santé 

communautaire et des cabinets de soins privés. Le site du BMP est situé dans le 

Centre de Santé de Référence.  

La ville de Bandiagara est depuis 1993, le site d’études épidémiologiques et 

entomologiques du Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP) 
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de la Faculté de Médecine de Pharmacie et d’Odontostomatologie de l’Université de 

Bamako. Le paludisme y est méso-endémique et transmis de façon intensive pendant 

une durée de 6 mois (Juillet – Décembre). P. falciparum représente environ 97% de la 

formule parasitaire avec 3% de P. malariae[4] L’incidence du paludisme clinique est 

élevée avec près de 2 épisodes d’accès palustre par personne année chez les enfants. 

Des études réalisées depuis 1999 ont montré que 85% des enfants de moins de 10 

ans faisaient au moins un accès de paludisme durant une saison de transmission, en 

moyenne 2,11 épisodes de paludisme par enfant et par saison de transmission. 

Depuis l’année 2003 Bandiagara est devenu un site d’essais cliniques de vaccins 

antipaludiques du MRTC/DEAP en partenariat avec l’Université de Maryland avec 

l’appui financier et technique des Instituts Nationaux de la Santé des USA (NIH). De 

2003 à nos jours 5 essais vaccinaux contre le paludisme ont été effectués à 

Bandiagara notamment 3 essais adultes de phase 1 et deux essais pédiatriques de 

phase 1 et de phase 2. Les essais adultes ont concerné les antigènes candidats vaccins 

MSP-119 (Merozoite Surface Protein1-19kDa) et AMA-1 (Apical Membrane Antigène-

1) des souches 3D7 et FVO. Les essais pédiatriques ont porté uniquement sur AMA-1 

3D
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Figure 8 : Situation géographique de Bandiagara 
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2. Type et période d’étude 

C’était une étude prospective de cohorte fermée effectuée de  Mai 2008 à Avril 2009 

avec 4 passages transversaux.  

3. Population d’étude 

L’étude a porté sur  les enfants âgés de 1 à 5 ans vivant dans la ville de Bandiagara. 

Une cohorte de 211 enfants a été constituée et suivi pendant une année.  

4. Echantillonnage 

Le calcul de la taille de l’échantillon était basé sur l’estimation de l’incidence des 

accès palustres qui était de 2,11 par enfant/an selon les données d’études 

antérieures. La taille de l’échantillon a été estimée de façon à permettre de détecter 

une augmentation de 20% de taux d’incidence. Pour une puissance de 90% et un 

niveau de signification de 5% le nombre d’enfant nécessaire pour la cohorte est de 

150 enfants de moins de 5 ans. En ajoutant 10% de perdus de vue alors 167 enfants 

de moins de 5 ans étaient  nécessaires à l’étude. Le logiciel PASS 2008 (NCSS, LLC, 

Kaysville, Utah) a été utilisé pour le calcul de la taille de l’échantillon. 

4.1. Critères d’inclusion  

- Avoir obtenu le consentement écrit et signé des parents ou tuteurs des enfants 

avant le début de l’étude. 

- Résider le site de l’étude et être disponible à participer au suivi pendant 12 

mois. 

- Etre disposé à fournir les informations demandées et les échantillons 

biologiques. 

- Etre capable de respecter les visites cliniques. 

- Etre âgé de 1 à 5 ans révolus à la date d’inclusion. 
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4.2. Critères de non inclusion  

- Présenter un état physique altéré. 

- Présenter des signes de malnutrition. 

- Avoir participé à un essai vaccinal antipaludique 

- Etre dans des conditions suspectes ou confirmées de déficit immunitaire, 

incluant l’infection par le VIH. 

5. Variables mesurées 

- Age en année 

- Sexe : masculin ou féminin 

- Taux d’IgG spécifique d’AMA-1, MSP-1 et GLURP-R2 en unité arbitraire 

- Taux d’IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 spécifique d’AMA-1, MSP-1 et GLURP-R2 en unité 

arbitraire 

- Taux d’IgM spécifique d’AMA-1, MSP-1 et GLURP-R2 en unité arbitraire 

 

6. Méthodes d’étude 

6.1. Dépistage clinique du paludisme et suivi 

Les cas de paludisme ont été dépistés de façon passive et active. Le dépistage actif 

était effectué pendant les passages transversaux. Un examen clinique et une goutte 

épaisse et frottis mince étaient réalisés  chez chaque enfant au cours de ces passages. 

Le dépistage passif consistait à l’examen de tout enfant de la cohorte  venant pour 

une visite irrégulière au centre de santé de référence pendant la durée de l’étude. Les 

parents des enfants et les guides étaient sensibilisés pour emmener tout enfant 

présentant des signes de maladie à l’équipe du BMP/MRTC. L’enfant était ainsi 

examiné, une goutte épaisse et un frottis mince étaient effectués en cas de fièvre. 

Chaque enfant atteint d’accès simple ou compliqué était suivi pendant 14 jours. Des 

gouttes épaisses étaient effectuées à J3, J7 et J14. Toute goutte positive avant J28 
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chez un enfant ayant fait un accès palustre était considéré comme un échec 

thérapeutique. Par contre toute survenue de cas de paludisme après 28 jours était 

considérée comme un nouvel épisode.  

6.2. Définition des cas de paludisme 

Le paludisme simple a été défini par la présence de formes asexuées de parasites  

(Plasmodium) dans le sang,  associées à un ou plusieurs symptômes suivants : fièvre, 

les  frissons, céphalées, vomissements, courbature, douleur abdominale,  diarrhée. 

Le paludisme grave était défini selon les critères de gravités de l’OMS : présence de 

formes asexuées de P. falciparum à l’examen microscopique du sang périphérique, 

associée à une ou plusieurs des manifestations suivantes: 

- Neuropaludisme (Coma de stade II ou plus) 

- Crises convulsives (> 1 / 24 h) 

- Anémie grave (Hématocrite < 15 % et Hb < 5 g /dl), 

- Insuffisance rénale (diurèse < 400ml ou créatinine > 265 µmol /l), 

- Œdème pulmonaire, 

- Hypoglycémie (< 2,2 mmol/l ou 0,4g/l), 

- Collapsus circulatoire, 

- Hémorragie diffuse, 

- Hémoglobinurie massive, 

- Acidose sanguine. 

Il existe d’autres signes contingents qui ne suffisent cependant pas à elles seules à 

définir l’accès grave : 

- Obnubilation ou prostration moins marquée que le coma stade II, 

- Parasitémie élevée (>5% chez les sujets non immuns), 

- Ictère (clinique ou bilirubine >50 µmol/l ou >30 mg/l), 

- Hyperthermie (≥41°) ou une hypothermie (≤ 36°). 
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6.3. Diagnostique biologique du paludisme 

6.3.1. La technique de la goutte épaisse (GE) 

Principe : C’est une technique de micro concentration sur lame La goutte épaisse 

consiste à réaliser un étalement épais de sang circonscrit dans un cercle d’environ un 

centimètre de diamètre sur une lame porte-objet dégraissée. L’examen au 

microscope optique à l’objectif 100 en immersion de l’étalement coloré au Giemsa 

permet de mettre en évidence la présence des Plasmodies. 

Mode opératoire (voir Mode opératoire en annexe) 

6.3.2. Le Frottis mince (FM) 

Principe : Il consiste à prélever une goutte de sang au bout du 3
ème

  ou 4
ème

 doigt que 

l’on étale en couche fine sur une lame porte-objet et que l’on examine après fixation 

au méthanol puis coloration au Giemsa à 3%. 

Mode opératoire (voir Mode opératoire en annexe) 

6.4.  Dosage des anticorps spécifiques des antigènes du P. 

falciparum : Enzyme Linked Immune-Sorbant Assay  (ELISA). 

Principe : Il consiste à fixer sur un support solide les antigènes de P. falciparum sur 

lequel les anticorps contenus dans le sérum ou plasma se fixent. Ces anticorps sont 

ensuite détectés à l’aide d’un anticorps marqué par une enzyme. Le complexe 

antigène-anticorps-anticorps conjugué à  l’enzyme sera révélé par addition d’un 

substrat spécifique.  

Mode opératoire : chaque isotype et sous classe d’IgG a été dosé en se basant sur un 

mode opératoire spécifique (voire Mode opératoire en annexe) 

7. Saisie et analyse des données 

Les données ont été collectées sur des cahiers d’observation individuels et ont fait 

l’objet d’un contrôle de qualité. Elles ont ensuite été saisies et analysées avec le 
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logiciel Stata (version 10). Nous avons utilisé le test de Chi carré ou le test de 

probabilité exact de Fisher pour la recherche  de liens entre les  variables avec un 

seuil de signification à 5%. La méthode de Kaplan-Meier a été utilisée pour la courbe 

de survie. Dans l’évaluation de l’incidence tout traitement d’un enfant par une 

combinaison thérapeutique conduisait à un retrait de 28 jours dans son temps de 

survie. 

8. Considération éthique 

Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique de la Faculté de Médecine, de 

Pharmacie et d’Odontostomatologie (Lettre N°08-17FMPOS). Les règles de bonnes 

pratiques cliniques et de laboratoire ont été rigoureusement suivies. La participation 

à l’étude était volontaire. Les participants étaient libres d’arrêter à tout moment leur 

participation à l’étude sans conséquence pour eux. Tous les cas de paludisme ont été 

traités selon les recommandations du Programme National de Lutte contre le 

Paludisme(PNLP).
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V.1.  Données socio-démographiques 

Tableau I: Répartition des enfants de la cohorte selon le sexe 

Sexe Fréquence % 

Masculin 100 47,4 

Féminin 111 52,6 

Total 211 100 

 

Les enfants de sexe féminin étaient majoritaires. Le sex-ratio (  ) était de 0,9  

 

Tableau II: Répartition des enfants de la cohorte selon les classes d’âge. 

Classes d’âge Fréquence % 

1<3ans 103 48,8 

3-5ans 108 51,2 

Total 211 100 

 

Les enfants de 3-5ans  représentaient 51,2% et ceux de 1-3 ans étaient de 48,8%. 
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V.2   Données parasitologiques 

Tableau III : Incidence du paludisme clinique au cours du suivi longitudinal chez les 

enfants de l’étude en 2008-2009. 

Accès palustres 139 

Incidence 0,69 

Durée total en jours de suivi 73123 

Nombre enfants suivis 211 

 

L’incidence  du paludisme à Bandiagara était de 0,69 épisode par enfant par an. 

 

Tableau IV : Répartition du nombre d’accès palustre par classe d’âge chez les enfants 

de l’étude à Bandiagara au cours de la saison 2008-2009 

Nombre 

d’épisodes 

 

Classe d’âge Total 

            1<3 ans         3-5 ans 

N % N % 

1 50 74,6 17 25,4 67 

2 12 57,1 9 42,9 21 

3 5 83,3 1 16,7 6 

4 1 33,3 2 66,7 3 

Total  68 66,9 29 33,1 97 
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Au total 139 accès palustres ont été enregistrés dans l’échantillon au cours de la 

période d’étude. La plupart des enfants (31,8%) ont fait un seul accès palustre et 10% 

ont fait 2 accès. Le nombre maximum d’accès chez un enfant était de 4 et cela  a été 

observé chez 3 enfants soit 1,4%. Par contre 2 enfants parmi les 3 qui ont fait 4 accès 

étaient âgés de 3-5 ans. Il n’a y avait pas de différence statistiquement significative 

entre les enfants de 1<3 ans et ceux de 3-5 ans quant à la répartition du nombre 

d’accès palustre (p = 0,5). 

 

Tableau V : Portage de gamétocytes chez les enfants de la cohorte en début de saison 

de transmission en 2008. 

Gamétocytes Tranche d’ age Total 

1<3 ans 3-5ans 

Positif  0 3 3 

Négattif  103 105 208 

Total 103 108 211 

 

L’indice gamétocytique était de 1,4%. Les trois cas de portage de gamétocytes ont été 

observés chez les enfants de 3-5 ans. (test de probabilité exact de Fischer p=0.247) 
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V.3. Données immunologiques 

 

Tableau VI : Moyenne géométrique des taux naturels d’anticorps spécifiques d’AMA-

1 fvo selon le groupe d’âge chez les enfants de Bandiagara pendant la saison de 

transmission 2008.  

Groupes 

d’âge 

IgG IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM 

1<3 ans 

 

1802* 

(101)** 

1857* 

(97) ** 

12* 

(90) ** 

4* 

(96) ** 

4* 

(100) ** 

809* 

(103) ** 

3-5 ans 4761* 

(104) ** 

4876* 

(104) ** 

22* 

(101) ** 

7* 

(93) ** 

6* 

(103) ** 

1298* 

(107) ** 

p 0,0001 0,0004          0,0015          0,0675          0,0108          0,0039          

*Unité arbitraire    ** Effectifs 

Les taux d’IgG, d’IgG1 et d’IgM étaient plus élevés que ceux des IgG2, IgG3 et IgG4. 

Ces derniers sous classes d’IgG étaient presque non détectables chez les 2 groupes 

d’enfants. Les moyennes des taux d’anticorps spécifiques d’AMA1-fvo (d’IgG, d’IgG1 

et d’IgM) étaient significativement plus élevées chez les enfants de 3-5 ans que chez 

les enfants  de moins de 3 ans (respectivement p=0,0001 ; p=0,0004; p=0,0039). Les 

taux d’IgG1 anti-AMA-1 Fvo étaient plus élevés que ceux des autres anticorps dans les 

deux groupes d’âge. L’index cytophilique était de 101 chez les enfants de moins de 3 

ans et de 129 chez ceux de 3-5 ans. La différence de cet index n’était pas 

statistiquement significative entre les  2 groupes (p=0.3227) 
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Tableau VII : Moyenne géométrique des taux naturels d’anticorps spécifiques de 

MSP-1hyb selon le groupe d’âge chez les enfants de Bandiagara pendant la saison de 

transmission 2008. 

 

Groupes 

d’âge 

IgG IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM 

1<3ans 

 

1484* 

(97)** 

21* 

(87) ** 

12* 

(91) ** 

17* 

(93) ** 

1* 

(102)** 

317* 

(103) ** 

3-5ans 

 

1860* 

(98) ** 

17* 

(77) ** 

21* 

(102)** 

18* 

  (96) ** 

1* 

  (97) ** 

543* 

   (108) ** 

p 0.3227          0.4284          0.0010          0.7780          0.7610            0,0008 

*Unité arbitraire   ** Effectifs 

Les IgG et IgM spécifiques de MSP-1 hyb étaient les seuls anticorps mesurables chez 

les enfants de la cohorte. Ces taux étaient globalement faibles chez les enfants de la 

cohorte. Seule la moyenne d’IgM spécifique de MSP1hyb était statistiquement plus 

élevée chez les enfants de 3-5 ans par rapport à  ceux de  moins de 3 ans. L’index 

cytophilique était de 4 chez les de moins de 3 ans et de 1,9 chez ceux de 3 à 5 ans. La 

différence était significative (p=0.0017) 
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Tableau VIII: Moyenne géométrique des taux naturels d’anticorps spécifiques de 

GLURP-R2 selon le groupe d’âge chez les enfants de Bandiagara pendant la saison de 

transmission 2008. 

 

Groupes 

d’âge 

IgG IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM 

1<3ans 

 

212∗ 

(96)∗∗ 

139* 

(85) ∗∗ 

56* 

(93) ∗∗ 

27* 

(97) ∗∗ 

7* 

(98) ∗∗ 

5212* 

(101) ∗∗ 

3-5ans 

 

324* 

(102) ∗∗ 

164* 

(91) ∗∗ 

107* 

(96) ∗∗ 

29* 

(98) ∗∗ 

7* 

(102)∗∗ 

8878* 

(107) ∗∗ 

 

p 0.0080          0.3449          0.0002        0.7932          0.9176          0.0001 

*Unité arbitraire     ** Effectifs 

Les taux d’IgG et des sous classes d’IgG spécifiques de GLURP-R2 étaient faibles chez 

les enfants de la cohorte. Les IgG4 n’étaient presque pas mesurables chez les enfants. 

Les taux d’IgM étaient généralement élevés comparés aux IgG. Les moyennes des IgM 

spécifiques de GLURP-R2 étaient statistiquement plus élevées chez les enfants de 3-5 

ans que chez les enfants de moins de 1-3ans (p<0,0001). Il n’y avait de différence 

statistiquement significative entre les taux d’IgG1 et d’IgG3 entre les deux classes 

d’âge (p=0.3449 et p=0.7932)           

 L’indice cytophilique était de 2,5 chez les enfants de moins de 3 ans et de 1,8 pour 

ceux de 3-5 ans (p=0.1894) 
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Tableau IX : Moyennes géométriques des taux d’anticorps spécifique de l’antigène 

AMA-1 Fvo selon le portage du Plasmodium  Chez les enfants de 1 à 5 ans de 

Bandiagara en 2008.  

 

 

 

 

Anticorps 

Infection par P. falciparum  

 

 

Positif Négatif 

N Moyenne 95%IC N Moyenne IC (95%) p 

IgG 19 25553 9031-72303 186 2366 1882-2973 0,00001 

IgG1 19 29001 9090 -92518 182 2419 1876 -3119 0,00001 

IgG2 17 71 33-153  

 

174 13 11-16 0,00001 

IgG3 20 76 20-280 169 3 2-4 0,00001 

IgM 20 795 403-1568 190 1057 894-1249 0,3 

 

La moyenne d’IgG totaux chez les enfants portant des parasites à l’inclusion était 

significativement supérieure à celle des enfants non porteurs de parasite (p< 0,0001) 

par contre la différence des moyennes d’IgM entre les enfants porteurs de 

Plasmodium et ceux non porteurs n’était pas significative (p=0,3). Les moyennes des 

sous-classes d’anticorps cytophiliques: IgG1 et IgG3 étaient significativement plus 

élevées chez les enfants portant des parasites à l’inclusion (p=0,00001). La moyenne 

d’IgG2 était significativement plus élevée chez les enfants portant des parasites à 

l’inclusion (p=0,0001) que chez les enfants non parasités.  

 

 

 

 



Analyse de la  réponse anticorps naturelle contre trois antigènes de P. falciparum  chez les enfants de 1 à 5 ans 

vivant à Bandiagara ; Mali 

 

Thèse de Pharmacie 2012-2013                                                           Amassagou Raymond DOUYON  

 

 73 

 

Tableau X : Moyennes géométriques des taux d’anticorps spécifiques de l’antigène 

MSP1 selon le portage du Plasmodium chez les enfants de 1 à 5 ans de Bandiagara. 

 

 

 

Anticorps 

Infection par P. falciparum 

Positif                                               Négatif 

 

 

p N Moyenne 95%IC N Moyenne IC(95%) 

IgG 18 3109 1876-

5154 

177 1559 1290-1885 0,02 

IgG1 19 405 231-709 157 133 112-159 0.0001 

IgG2 18 17 10-27 175 15 13-19 0,7 

IgG3 16 59 16 -220 173 15 13-18 0,0001 

IgM 20 354 198-633 188 423 357-500 0,5 

 

La moyenne d’IgG totaux chez les enfants portant des parasites à l’inclusion était 

significativement supérieure à celle des enfants ne portant pas de parasites (p=0,02). 

Par contre la différence entre les deux groupes quant aux moyennes d’IgM n’était pas 

significative (p=0,5). Les moyennes des taux d’IgG cytophiliques (IgG1 et IgG3) étaient 

plus élevées chez les enfants portant des parasites que chez ceux ne portant pas de 

parasites (p=0,0001).  Par contre la moyenne des taux d’IgG2 était comparable chez 

les deux groupes d’enfants (p=0,7).  
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Tableau XI : Moyennes géométriques des taux d’anticorps spécifiques de l’antigène 

GLURP-R2 selon le portage du Plasmodium  chez les enfants de 1 à 5 ans de 

Bandiagara en 2008. 

 

 

Anticorps  

Infection par P. falciparum 

         Positif                                                 Négatif 

p 

N Moyenne        IC   N Moyenne           IC  

IgG 20 802  413-1559 178 232  199 -270 0,0001          

IgG1 19 405         231-709 157 133        112-159 0,0001          

IgG2 20 136         64-291 169 72         60-86 0,9 

IgG3 20 229  81-642 175 21         18-26 0,0001          

IgM 20 7182        4988-10341 188 6821  6164-7547 0,7           

 

La moyenne d’IgG totaux chez les enfants portant des parasites à l’inclusion était 

significativement plus élevée que chez ceux ne portant pas de Plasmodium 

(p=0,00001 .)  Par contre la différence des moyennes d’IgM entre les groupes 

d’enfants n’était pas significative (p=0,7). Les moyennes des taux d’anticorps 

cytophiliques (IgG1 et IgG3) étaient significativement plus élevées chez les enfants 

portant des parasites à l’inclusion que chez ceux ne les portant pas (p=0,0001). Les 

différences des moyennes de taux d’anticorps non cytophiliques (IgG2) entre les deux 

groupes n’étaient pas significatives (p=0,9).  
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V.3. Analyses de la réponse anticorps et accès palustres 

Tableau XII: Séropositivité en anticorps IgG spécifiques de l’antigène AMA-1 selon le 

portage du Plasmodium  chez les enfants de 1 à 5 ans de Bandiagara en 2008.  

Infection palustre IgG anti-AMA-1Fvo 

Positif N (%) Négatif N (%) Total 

Positive  

17 (85) 

 

3(15) 

 

20(100) 

Négative 

 

 

78(40,8) 

 

113(59,2) 

 

191(100) 

Total 95(45) 116(55) 211(100) 

χ2
=14,2          p=0,0001 

Dans la cohorte, au total 45% des enfants étaient séropositifs en anticorps IgG anti-

AMA-1 spécifiques contre 55% qui n’avait ni parasites ni anticorps IgG. Parmi ceux qui 

portaient des parasites,  85% étaient positifs aux anticorps IgG  AMA-1 spécifiques. 

Environ 40% des enfants ne portant pas de parasite étaient positifs  aux IgG 

spécifiques et 60% de ces enfants n’avaient pas d’anticorps IgG AMA-1 spécifiques. 

(p=0,0001) 
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Tableaux XIII : Séropositivité en anticorps IgM spécifiques de l’antigène AMA-1 selon 

le portage du Plasmodium  chez les enfants de 1 à 5 ans de Bandiagara en 2008 

Infection 

palustre 

IgM anti-AMA-1Fvo 

Positif N (%) Négatif N (%) Total 

Positive 4(20) 16(80) 20(100) 

Négative 

 

51(26,8) 139(73,2) 190(100) 

Total  55(26,2) 155(73,8) 210(100) 

χ2
=0,4         p =0,5 

Dans la cohorte, au total 26,2% étaient séropositifs en IgM anti-AMA-1 spécifiques 

contre 73,8% qui n’avait ni parasites ni anticorps IgM. Parmi ceux qui portaient des 

parasites,  20% étaient positifs aux anticorps IgM  AMA-1 spécifiques contre 80% 

d’entre eux qui n’avaient pas d’anticorps. Environ 27% des enfants ne portant pas de 

parasite étaient positifs  aux IgG spécifiques et 73% de ces enfants n’avaient pas 

d’anticorps IgG AMA-1 spécifiques. (p=0,5)  
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Tableaux XIV : Séropositivité en anticorps IgG spécifiques de l’antigène MSP1 hyb 

selon le portage du Plasmodium  chez les enfants de 1 à 5 ans de Bandiagara en 2008. 

Infection palustre IgG anti-MSP1 hyb 

Positif N (%) Négatif N (%) Total 

Positive 3(16,6) 15(83,4) 18(100) 

Négative 

 

10(5,6) 167 (94,4)         177(100) 

Total  13(6,7) 182(93,3) 193(100) 

χ2
= 3,9        p=0,07 

Dans la cohorte, au total 6,7% des enfants étaient en anticorps IgG anti-MSP1 hyb 

spécifiques contre 93,3% qui n’avait ni parasites ni anticorps IgG. Parmi ceux qui 

portaient des parasites,  16,6% étaient positifs aux anticorps  anti-MSP1 hyb 

spécifiques contre 83,4% d’entre eux qui n’avaient pas d’anticorps. Environ 5,6% des 

enfants ne portant pas de parasite étaient positifs  aux IgG spécifiques et 94,4% de 

ces enfants n’avaient pas d’anticorps IgG anti- MSP1 hyb spécifiques. (p=0,07)  
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Tableaux XV : Séropositivité en anticorps IgM spécifiques de l’antigène MSP1 hyb 

selon le portage du Plasmodium  chez les enfants de 1 à 5 ans de Bandiagara en 2008. 

Infection palustre IgM anti-MSP1 hyb 

Positif N (%) Négatif N (%) Total 

Positive 2(10) 18(90) 20(100) 

Négative 

 

21(11,1) 167(88,9) 188(100) 

Total  23(11,0) 185(89) 208(100) 

 

χ2
=  0,02        p =0,8 

Dans la cohorte, au total 11% des enfants étaient séropositifs en anticorps IgM anti-

MSP1 hyb spécifiques contre 89% qui n’avait ni parasites ni anticorps IgM. Parmi ceux 

qui portaient des parasites,  10% étaient positifs aux anticorps IgM anti-MSP1 hyb 

spécifiques contre 90% d’entre eux qui n’avaient pas d’anticorps. Environ 11,1% des 

enfants ne portant pas de parasite étaient positifs  aux IgG spécifiques et 88,9% de 

ces enfants n’avaient pas d’anticorps IgG anti- MSP1 hyb spécifiques (p=0,8). 
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Tableaux XVI : Séropositivité en anticorps IgG spécifiques de l’antigène GLURP-

R2selon le portage du Plasmodium  chez les enfants de 1 à 5 ans de Bandiagara en 

2008. 

  

Infection palustre IgG anti-GLURP-R2 

Positif N (%) Négatif N (%) Total 

Positive 12(60) 8(40) 20(100) 

Négative 

 

30(16,8) 148(83,2)          178(100) 

 

Total  

 

42(21,2) 

 

156(78,8) 

 

198(100) 

χ2
=   20,02      p<0,001 

Dans la cohorte, au total 21,2% des enfants étaient séropositifs en anticorps IgG anti- 

GLURP-R2 spécifiques contre 78,8% qui n’avait ni parasites ni anticorps IgG. Parmi 

ceux qui portaient des parasites,  60% étaient positifs aux anticorps IgG anti- GLURP-

R2 spécifiques contre 40% d’entre eux qui n’avaient pas d’anticorps. Environ 16,8% 

des enfants ne portant pas de parasite étaient positifs  aux IgG spécifiques et 83,2% 

de ces enfants n’avaient pas d’anticorps IgG anti- GLURP-R2 spécifiques.   
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Tableaux XVII : Séropositivité en anticorps IgM spécifiques de l’antigène GLURP-R2 

selon le portage du Plasmodium  chez les enfants de 1 à 5 ans de Bandiagara en 2008 

Infection palustre IgM anti-GLURP-R2 

Positif N (%) Négatif N (%) Total 

Positive 10(50) 10(50) 20(100) 

Négative 

 

99(52,6) 89(47,4) 188(100) 

Total  109(52,4) 99(47,6) 208(100) 

 

χ2
=    0,05      p =0,8 

Dans la cohorte, au total % 52,4 enfants étaient séropositifs en anticorps IgM anti- 

GLURP-R2 spécifiques contre 47,6% qui n’avait ni parasites ni anticorps IgM. Parmi 

ceux qui portaient des parasites,  50% étaient positifs aux anticorps IgM anti- GLURP-

R2 spécifiques contre 50% d’entre eux qui n’avaient pas d’anticorps. Environ 52,4% 

des enfants ne portant pas de parasite étaient positifs  aux IgG spécifiques et 47,6% 

de ces enfants n’avaient pas d’anticorps IgG anti- MSP1 hyb spécifiques. (p=0,8)  
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V.4. Courbes  de survie 

1. Temps de survenue du premier épisode de paludisme 

 

Figure 9: Courbe de survie en fonction de la séropositivité en IgG anti-AMA-1fvo chez 

les enfants de la cohorte à Bandiagara en 2008. En bleu la courbe pour les enfants 

n’ayant pas d’IgG spécifiques d’AMA-1Fvo et en rouge la courbe des enfants 

séropositifs en IgG spécifiques d’AMA-1Fvo. 

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les porteurs et les non 

porteurs d’IgG spécifiques d’AMA-1  quant au nombre d’épisode de paludisme 

survenus.  
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Figure 10 : Courbe de survie en fonction de la séropositivité en IgM  AMA-1fvo chez 

les enfants de la cohorte à Bandiagara en 2008.En bleu la courbe pour les enfants 

n’ayant pas d’IgM spécifiques d’AMA-1Fvo et en rouge la courbe des enfants 

séropositifs en IgM spécifiques d’AMA-1Fvo. 

Il n’y avait  pas de différence statistiquement significative entre les porteurs et les 

non porteurs d’IgM spécifiques d’AMA-1 quant au nombre d’épisodes de paludisme 

survenus.  
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Figure 11: Courbe de survie en fonction de la séropositivité en IgG anti-MSP-1 hyb 

chez les enfants de la cohorte à Bandiagara en 2008. En bleu la courbe pour les 

enfants n’ayant pas d’IgG spécifiques MSP-1 hybet en rouge la courbe des enfants 

séropositifs en IgG spécifiques de MSP-1 hyb 

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les porteurs et les non 

porteurs d’IgG spécifiques de MSP-1 hyb quant au nombre d’épisode de paludisme 

survenus.  
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Figure 12: Courbe de survie en fonction de la séropositivité en IgM MSP-1 hybchez les 

enfants de la cohorte à Bandiagara en 2008. En bleu  la courbe pour les enfants 

n’ayant pas d’IgM spécifiques de MSP1-hyb et en rouge la courbe des enfants 

séropositifs en IgM spécifiques MSP1-hyb. 

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les porteurs et les non 

porteurs d’IgM spécifiques de MSP1-hyb  quant au nombre d’épisode de paludisme 

survenus 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         p= 0,83 

0 

20

40

60

80

100 
P

ro
po

rt
io

n 
de

s 
no

n 
at

te
in

ts
 (

%
) 

0 50 100 150 200 250
Temps de suivi 

IgM anti-MSP-1 - IgM anti-MSP-1 +

 



Analyse de la  réponse anticorps naturelle contre trois antigènes de P. falciparum  chez les enfants de 1 à 5 ans 

vivant à Bandiagara ; Mali 

 

Thèse de Pharmacie 2012-2013                                                           Amassagou Raymond DOUYON  

 

 85 

 

Figure 13 : Courbe de survie en fonction de la séropositivité en IgM MSP-1 hyb chez 

les enfants de la cohorte à Bandiagara en 2008. En bleu la courbe pour les enfants 

n’ayant pas d’IgG spécifiques de  GLURP-R2 et en rouge la courbe des enfants 

séropositifs en IgG spécifiques de GLURP-R2. 

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les porteurs et les non 

porteurs d’IgG spécifiques de GLURP-R2 quant au nombre d’épisode de paludisme 

survenus.  
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Figure 14: Courbe de survie en fonction de la séropositivité en IgM anti-GLURP-R2 

chez les enfants de la cohorte à Bandiagara en 2008. En bleu la courbe pour les 

enfants n’ayant pas d’IgM spécifiques de  GLURP-R2 et en rouge la courbe des 

enfants séropositifs en IgM spécifiques de GLURP-R2. 

Il n’y avait  pas de différence statistiquement significative entre les porteur et les non 

porteurs d’IgM spécifiques de GLURP-R2 quant au nombre d’épisode de paludisme 

survenus.  
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VI.1 Matériels et méthodes 

Le but de ce travail était d’évaluer les réponses anticorps naturelles spécifiques 

d’AMA-1fvo, de MSP-1hybribe et de GLURP-R2 ; trois antigènes de stade sanguin de 

P. falciparum chez les enfants  vivants en zone d’endémie. Nous avons effectué une 

étude de cohorte qui est appropriée pour atteindre notre objectif. La cohorte était 

composée de 211 enfants de 1 à 5 ans vivant à Bandiagara, au Mali. Nous avons 

choisi  d’effectuer cette étude à Bandiagara car il est situé dans une zone endémique 

avec une forte transmission saisonnière d’environ 6 mois, allant de Juillet à 

Décembre. Depuis 1993 le MRTC  y a installé un centre de recherche sur le paludisme 

avec une équipe permanente.  

La technique ELISA indirect a été utilisée pour doser les anticorps spécifiques des 

antigènes. En effet cette méthode a été standardisée dans le cadre du projet « Afro-

Immuno Assay »  sponsorisée par AMANET. Elle a été utilisée par huit institutions de 

recherche africaines et un même panel de réactifs a été fourni par Afro-immuno 

Assay.  L’utilisation d’une méthode standardisée par plusieurs laboratoires avait pour 

but de permettre une comparaison des résultats. Il faut cependant noter que nous 

avons eu des difficultés pour doser les IgG4 spécifiques des différents antigènes. 

VI.2 Suivi et détection des cas de paludisme 

 La détection des cas de paludisme a été effectuée de façon active et passive et nous 

pensons avoir dépisté le maximum  d’épisodes de paludisme.  

L’incidence du paludisme observée dans la cohorte d’enfants de notre étude était de 

0,69 épisodes par enfant/an,  ce qui est inferieure à celle des études précédentes qui 

avaient trouvé 1,7 épisode par enfant par an [26;28]. Cette diminution de l’incidence 

est probablement due à la présence permanente de l’équipe  BMP/MRTC, à la prise 

en charge correcte des enfants de la cohorte et à l’implémentation des stratégies de 
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lutte par le MOH (MII, TDR et CTA). Par exemple nous n’avons pas enregistré de cas 

grave de paludisme dans la cohorte.  

VI.3 Données immunologiques 

Les moyennes géométriques des taux d’anticorps étaient en générale plus élevées 

chez les enfants de 3 à 5 ans comparés aux enfants de 1<3ans. Une étude en Guinée 

Equatoriale a montré que les taux d’IgG spécifiques de PfAMA-1 étaient beaucoup 

plus élevés chez les grands enfants que chez ceux de 1-5ans [26]. L’acquisition 

naturelle des anticorps spécifiques d’AMA-1fvo est en général âge dépendante. 

Les moyennes géométriques des taux d’IgG et sous-classes (IgG1, IgG2, IgG3) et d’IgM  

étaient plus élevées chez les enfants de 3 à 5 ans.  Dodoo et al. en 2008 ont trouvé 

des résultats similaires au Ghana [36]. Les taux d’IgG et IgG1 étaient significativement 

plus élevée chez les enfants de 3-5 ans comparés à ceux de 1-3ans. Nous avons 

trouvé des taux d’IgG et d’IgG1 prédominants dans la réponse contre AMA-1. Les IgM 

étaient également plus élevées chez les enfants de 3 à 5 ans.   

Les taux d’IgG anti-AMA-1 étaient plus élevés chez les porteurs asymptomatiques de 

Plasmodium en début de saison de transmission comparés aux enfants qui n’étaient 

pas infectés. Ceci indique que la présence du parasite permet de maintenir une 

réponse anticorps mémoire. Cependant il n’y avait pas d’association entre la 

présence de ces anticorps et la protection contre la survenue des accès palustres. 

Ceci est contraire à ce qui été observée dans les études de Dodoo  et al. en 2008 et 

de Kusi  [36;100]. Ceci n’est surprenant car l’essai clinique de Phase 2 chez les enfants 

à Bandiagara a montré une protection allèle spécifique [92].  

En ce qui concerne la réponse anticorps contre MSP-1, les taux d’IgG spécifiques 

étaient globalement faibles chez les enfants. La différence entre les moyennes de ces 

taux d’IgG entre les deux groupes d’enfant n’était pas significative (p>0,05). Les taux 

d’IgG1, d’IgG2 et  d’IgG3 étaient négligeables. Par contre la moyenne géométrique 

des taux d’IgM  était significativement plus élevées chez les enfants de 3 à 5 ans 

(p<0,001). Nous n’avons pas observé d’association statistiquement significative entre 
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la présence d’IgG et IgM spécifiques de MSP1 et la protection contre les épisodes de 

paludisme bien que certains auteurs comme Dodoo et al. en 2008 ont trouvé que les 

IgG1 spécifiques de MSP-119 étaient les seuls isotypes associés à la protection. Par 

ailleurs Moss et al. ont décrit que les IgG anti-MSP119 étaient capables d’interférer 

avec la croissance du parasite in vitro et d’inhiber son développement intracellulaire 

[69]. La faiblesse des taux d’anticorps spécifiques de MSP1 dans notre étude serait 

probablement du au fait que nous les avons mesuré en saison de non transmission. 

En effet l’essai clinique de phase 1 portant sur la MSP-142  a montré que chez les 

adultes  les taux d’anticorps anti- MSP-142  augmentent au cours de la saison de 

transmission progressivement et chute après la saison de transmission [93].  

Les moyennes géométriques des taux d’IgG et sous-classes spécifiques de GLURP-R2 

étaient faibles chez les deux groupes d’enfants. Seule la moyenne des taux d’IgM 

spécifiques de GLURP-R2 était significativement plus élevée chez les enfants de 3 à 5 

ans. Les moyennes géométriques des taux d’anticorps (IgG et sous-classes) étaient 

significativement plus élevées chez les enfants portant des parasites à l’inclusion. Ces 

taux élevés d’IgG pourraient être induits par des infections chroniques. En effet 

Bandiagara est une zone d’endémie palustre les enfants qui y vivent peuvent 

maintenir l’infection pendant longtemps.  Par contre la différence des moyennes 

géométriques des taux d’IgM n’était pas statistiquement significative entre les deux 

groupes. Les IgM sont des anticorps de la réponse primaire et donc leur titre devrait 

être plus élevé chez les enfants porteurs de Plasmodium. Le fait qu’il y ait pas de 

différence statistiquement significatives en IgM entre les enfants ne portant pas de 

parasite et ceux portant des parasites à l’inclusion, renforce notre idée que ces 

derniers auraient des portages chroniques de parasites. L’association entre les 

anticorps cytophiliques anti-GLURP et la protection contre le paludisme a été observé 

au Sénégal [70]. Nous n’avons pas trouvé une telle association. Plusieurs études 

comme la notre n’ont pas trouvé d’association avec la protection contre l’accès 

palustre. 
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D’une façon générale les moyennes des taux d’anticorps cytophiliques (IgG1, IgG3) 

étaient significativement plus élevées chez les enfants portants des parasites  à 

l’inclusion par rapport à ceux ne portant pas de parasite.   

VI.4. Courbes de survie : proportion de sujets non atteints durant le suivi selon la 

séropositivité en anticorps 

Les temps au premier épisode de paludisme chez les enfants portants les IgG à 

l’inclusion et ceux n’en portant pas étaient similaires quelque soit l’antigène. Les 

mêmes observations sont effectuées pour les IgM. En effet il n’y avait pas de 

différences statistiquement significatives entre les temps de survenu du paludisme 

chez les enfants portant  les IgG et IgM spécifiques de AMA-1fvo, de MSP-1hyb et 

GLURP-R2 et ceux ne portant pas ces anticorps spécifiques. Cela pourrait signifier que 

le portage d’anticorps à l’inclusion ne protège pas forcement contre la survenue des 

accès palustres chez les enfants vivants en zone endémique. Dans certaines études 

les anticorps contre AMA-1 et MSP-1 sont plutôt associés au risque d’accès palustre 

[49].  Cette situation est due probablement au fait que la réponse immunitaire est 

influencée par le polymorphisme antigénique. 

P. falciparum renferme plusieurs souches et de multiples antigènes qui sont souvent 

polymorphiques. Ainsi il est possible que certains individus portant des anticorps anti-

spécifique d’un antigène donné à l’inclusion aient été en contact avec des parasites 

des souches différentes de ceux responsables des épisodes de paludisme. Les 

anticorps induits précédemment ne pourraient pas reconnaitre les antigènes 

exprimés par la nouvelle souche de parasite responsable de l’accès.  

Dans tous les cas l’évaluation de la réponse anticorps naturelle contre plasmodium 

doit porter sur plusieurs antigènes en dans la population d’étude. 

L’essai de phase 2 portant sur FMP2.1 menée à Bandiagara a montré des productions 

de taux élevés d’anticorps dans le groupe d’enfants ayant reçu des doses du vaccin de 
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l’étude par rapport  au groupe de  contrôle. Cependant ces taux élevés d’anticorps 

induits par le vaccin n’étaient pas protecteurs contre les épisodes de paludisme. En 

effet ni les taux d’anticorps de base (en début de saison de transmission), ni ceux 

obtenus un mois après la troisième dose n’étaient associés à la protection contre le 

paludisme clinique [93] 
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 Cette étude a montré :  

• Que la survenue du paludisme clinique baisse avec l’âge et qu’il y’a une baisse 

d’incidence du paludisme à Bandiagara ; 

• Que les taux d’anticorps spécifiques d’AMA-1Fvo, MSP-1 hybride et GLURP-R2 

augmentaient avec l’âge dans notre cohorte ; 

• qu’il  n’y a pas de corrélation entre les taux élevés  d’anticorps  spécifiques 

d’AMA-1fvo, de MSP-1hyb et de GLURP-R2  induits avant la saison de 

transmission et la protection contre la survenu des accès palustres. 
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• Effectuer cette étude dans une autre zone en incluant les enfants de 1 à 15 

ans, en augmentant la taille de l’échantillon 

• Suivre la dynamique de variation des taux d’anticorps pendant la saison de 

transmission 
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1-Mode opératoire de la goutte épaisse 

  -confection de la goutte 

Prélever une goutte de sang au troisième ou au quatrième doigt  et  déposer au 

milieu d’une lame porte-objet. A l’aide  du bout d’une seconde lame, faire un 

étalement circulaire uniforme de la goutte de façon à obtenir un diamètre de 1 à 

1.5 cm . Colorer la lame au Giemsa dilué à 10% pendant 15 mn après séchage à la 

température ambiante. Enfin lire la lame au microscope à l’objectif 100.Son 

principal avantage est le diagnostic de la maladie dans les cas de faible 

parasitemie (10 à 20 parasites par µl de sang). C’est une technique très sensible. 

Les résultats sont exprimés en nombre de parasites par µl de sang 

-Evaluation de la densité parasitaire 

La goutte épaisse était utilisée pour évaluer la parasitemie et le frottis mince pour 

identifier l’espèce parasitaire lorsque la goutte ne le permettait pas. 

La lecture des lames était faite à l’aide d’un microscope optique binoculaire 

(Olympus CX 31). La lame était examinée et lorsqu’elle contenait des formes 

parasitaires, la parasitemie était évaluée et le stade du parasite identifié. La 

méthode leucocytaire quantitative (sur la base de 7500 leucocytes par mm
3
 de sang) 

était utilisée pour la détermination de la parasitemie. Le nombre de parasites était 

compté sur 300 leucocytes et la parasitemie exprimée selon la formule suivante :  

P=N x GB/L 

P est le nombre de parasites par mm
3 

de sang
 

N est le nombre de parasites comptés sur L leucocytes 

L est le nombre de leucocytes comptés (300). 

GB est le nombre de leucocytes (globules blancs) dans la formule sanguine du sujet 

Si le nombre exact de leucocytes du sujet n’est pas connu, on assume que ce nombre 

est égal à 7500 et la formule de calcul de la parasitemie devient, si L=300:  
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P=N x 7500/(300)= N x (25) 

2-Mode opératoire du frottis mince 

-confection du frottis mince 

Déposer une goutte de sang sur une lame porte objet dégraissé. Disposer une 

deuxième lame au contact de la première à environ 45º. Avec un mouvement régulier 

et ininterrompu, faire entraîner la goutte de sang par la lame inclinée. La goutte 

s’étale ainsi en couche unistratifiée. La préparation est d’abord fixée au méthanol 

absolu pendant quelques secondes avant d’être colorée au Giemsa. 

 Ce frottis montre des parasites dont le cytoplasme est coloré en bleu et le noyau en 

rouge. La lecture est faite au microscope optique à immersion à l’objectif 100. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage d’hématies parasités. 

 Les avantages de cette technique sont sa rapidité et la mise en évidence de l’espèce 

plasmodiale en cause. Cependant, le frottis mince ne permet pas de détecter les 

faibles parasitemie (moins de 200 parasites par µl). C’est une technique plus 

spécifique mais moins sensible que la goutte épaisse. 
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3-ELISA 

3-1-Préparation des solutions de  travail 

 

-Préparation du coating buffer 

 

Volume:    1L 

 

Preparation date:   ________________  

 

 

Components Amount lot no.: Amount used  Check steps 

done () 

PBS 

 

2 tablets    

0.001% Phenol red Add 1 ml of 

1 % to 1L 

   

De-ionized H2O 

 

1000 ml    

 

 

     PROCEDURE 

� Add 2 tablets of PBS to a beaker 

containing 1000ml deionised water. 

� Place the flask on a magnetic stirrer 

without heating and stir until all is in solution. 

� Add 1 ml of a 1 % Phenol red solution. The 

1 % phenol red solution is prepared by adding 10 ml of deionised water to 0.1 g of 

phenol red. 

 

LABEL: 

� “Coating buffer” + date + initials 

 

STORAGE:3months at 2– 8 
o
CMade by:  _______________ on the _______________Name 

  

 Date  
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-Préparation du bloking buffer 

 

Volume:    1L 

 

Preparation date:   ________________ 

 

 

Components Amount Lot no.: Amount used  Check steps 

done () 

PBS 2 tablets    

milkpowder 50 g    

Tween 20 1 ml    

De-ionized H2O 1000 ml    

 

 

 

PROCEDURE: 

 

� Add 2 tablets of PBS to a beaker 

containing 1000 ml deionised water and place the flask on a magnetic stirrer 

without heating and stir until all is in solution. 

� Add 50 g of skimmed milk. 

� Add 1 ml of Tween 20 and continue 

stirring until all is in solution. 

 

 

LABEL: 

� “Blocking buffer” + date + initials 

STORAGE: 

Use fresh blocking buffer. 

 

Made by:  ______________________________________, on the _______________ 

 Name 

  

 Date
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-Préparation du sérum dilution buffer 

Volume:    1L 

Production date:   ________________ 

 

 

Components Amount Lot no.: Amount used  Check steps 

done () 

PBS 2 tablets    

milk powder 25 g    

Tween 20 1 ml    

10% Na-azide sol. 2 ml    

De-ionized H2O 1000 ml    

 

PROCEDURE: 

 

� Add 2 tablets of PBS to a beaker 

containing 1000 ml de ionised water and place the flask on a magnetic stirrer 

without heating and stir until all is in solution. 

� Add 25 g of skimmed milk. 

� Add 1 ml of Tween 20 

� Add 2 ml of 10 % Na-azide solution and 

continue stirring until all is in solution. The 10 % Na-azide solution is prepared by 

adding 40 ml of deionised water to 4 g of Na-azide. 

 

LABEL: 

� “Serum dilution buffer + date + initials 

STORAGE: 

3 weeks at 2 – 8 
o
C 

 

Made by:  ______________________________________, on the _______________ 

 Name 

  

 Date
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-Préparation du washing buffer 

 

Volume:    5L 

 

Preparation date:   ________________ 

 

Components Amount Lot no.: Amount used  Check steps 

done () 

PBS 10 tablets    

Tween 20 5 ml    

NaCl 146.25g    

De-ionized H2O 5000 ml    

 

PROCEDURE: 

 

� Add 10 tablets of PBS to a beaker 

containing 5000 ml deionised water and place the flask on a magnetic stirrer 

without heating and stir until all is in solution. 

� Add 146.25g of NaCl. 

� Add 5 ml of Tween 20 and continue 

stirring until all is in solution. 

 

LABEL: 

� “Washing Buffer”+ date + initials 

STORAGE: 

1 week at room temperature 

 

Made by:  ______________________________________, on the _______________ 

 Name 

  

 Date  
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-Préparation de la color solution 

Volume:    120 ml (12 plates) 

 

Components Amount Batch no.: Amount 

used  

Check steps 

done () 

TMB(3,3’, 5,5’-

Tetramethylbenzidine) 

substrate solution 

Ready to 

use, add 

100ul/we

ll 

   

 

PROCEDURE: 

TMB comes already prepared. 

� Transfer the amount needed into 

50ml centrifuge tubes covered with aluminium foil. 

 

LABEL: 

� “TMB Colour solution” 

STORAGE: 

TMB stock solution is kept at 4C, however the solution for immediate use must be 

brought to room temperature. 

 

Made by:  ______________________________________, on the _______________ 

 Name 

  

 Date  
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-Préparation de la dilution buffer 

Volume:    1L 

Production date:   ________________ 

 

 

Components Amount Lot no.: Amount used  Check steps 

done () 

PBS 2 tablets    

milk powder 25 g    

Tween 20 1 ml    

De-ionized H2O 1000 ml    

 

PROCEDURE: 

 

� Add 2 tablets of PBS to a beaker 

containing 1000 ml deionised water and place the flask on a magnetic stirrer 

without heating and stir until all is in solution. 

� Add 25 g of skimmed milk. 

� Add 1 ml of Tween 20 and continue 

stirring until all is in solution. 

 

LABEL: 

� “Dilution buffer” + date + initials 

STORAGE: 

1 week at 2 – 8 
o
C 

 

Made by:  ______________________________________, on the _______________ 

 Name 

  

 Date  
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-Préparation de la solution d’arrêt : H2SO4 0.2M 

 

Volume:    1L 

 

Preparation date:   ________________  

 

 

Components Amount Batch no.: Amount used  Check steps 

done () 

10M H2SO4  20 ml    

De-ionized H2O 980 ml    

 

 

PROCEDURE: 

 

� Add the indicated amount of water to a 

flask. 

� Add the indicated amount of 10M H2SO4. 

� Cool to room temperature. 

 

LABEL: 

 

� “0.2 M H2SO4”  + date + initials 

 

STORAGE: 

 

� 8 months at room temperature 

 

 

Made by:  ______________________________________, on the _______________ 

 Name 

  

 Date 
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3-2-Modes opératoires 

Afin d'exécuter cette procédure, il est recommandé au personnel de porter les gants et 

d’être vacciné contre l'hépatite B. Les réactifs doivent être manipulés selon les règles de 

bonnes pratiques de laboratoires. L’exécution des analyses doit strictement suivre la 

procédure écrite (SOP). 

-Dosage des IgG spécifiques d’AMA-1, GLURP-R2 et MSP1 

� Sensibilisation des puits de plaque avec l’antigène (Coating) 

� D’abord l’initiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites sur la 

plaque. 

� Sensibiliser les puits des colonnes 1 à 12 avec 100 µl de l’antigène AMA-

1,GLURP-R2,MSP1 dilué à 1.0 µg/ml.  

� Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.  

� Incuber la plaque pendant une nuit à 2-8ºC (la plaque ainsi sensibilisée peut 

être conservée pendant 21 jours dans le réfrigérateur à 2 à 8ºC).  

� Blocage des plaques 

� Laver la plaque  4 fois avec le tampon de lavage et essorer en tapant contre 

un papier absorbant. 

� Distribuer200 l de la solution de blocage dans tous les puits. 

� Incuber pendant 1 heure, la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide et en agitation lente. 

�  Addition du premier anticorps (plasma) 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums témoins positif 

et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200 dans le tampon de dilution.  

� Distribuer 100l des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément au 

schéma de plaque.  

� Incuber pendant 2heures la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente.  

� Addition du second anticorps ou conjugué 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Distribuer dans les puits 100l du conjugué anti-IgG humaine de chèvre dilué à 

1:80000 dans le tampon de dilution.  

� Incuber pendant 1heure la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente. 

� Addition de substrat (TMB)  

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer. 

�  Distribuer 100 l de substrat dans chaque puits.  

� Incuber pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. 

� Arrêter la réaction en ajoutant 100l d’une solution H2SO4 0.2M  dans chaque 

puits.  
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� Lecture et expression des résultats 

�  Mesurer les densités optiques des puits à l’aide d’un spectrophotomètre à 

450 nm avec un filtre de référence de 620 nm en utilisant le logiciel SOFTmaxPRO 5.0.  

� Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL
®
 

 

-
Dosage des IgG1 spécifiques d’AMA-1, GLURP-R2 et MSP1 

� Sensibilisation des puits de plaque avec l’antigène (Coating) 

� D’abord l’initiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites sur la 

plaque. 

� Sensibiliser les puits des colonnes 1 à 12 avec 100 µl de l’antigène AMA-

1,GLURP-R2,MSP1diluéà 1.0 µg/ml.  

� Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.  

� Incuber la plaque pendant une nuit à 2-8ºC (la plaque ainsi sensibilisée peut 

être conservée pendant 21 jours dans le réfrigérateur à 2 à 8ºC).  

� Blocage des plaques 

� Laver la plaque  4 fois avec le tampon de lavage et essorer en tapant contre 

un papier absorbant. 

� Distribuer 200 l de la solution de blocage dans tous les puits. 

� Incuber pendant 1 heure, la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide et en agitation lente. 

�  Addition du premier anticorps (plasma) 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums témoins positif 

et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200 dans le tampon de dilution.  

� Distribuer 100l des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément au 

schéma de plaque.  

� Incuber pendant 2heures la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente.  

� Addition du second anticorps ou conjugué 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Distribuer dans les puits 100l du conjugué anti-IgG humaine de chèvre dilué à 

1:5000 dans le tampon de dilution.  

� Incuber pendant 1heure la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente. 

� Addition de substrat (TMB)  

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer. 

�  Distribuer 100 l de substrat dans chaque puits.  

� Incuber pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. 

� Arrêter la réaction en ajoutant 100l d’une solution H2SO4 1M  dans chaque 

puits.  

� Lecture et expression des résultats 

�  Mesurer les densités optiques des puits à l’aide d’un spectrophotomètre à 

450 nm avec un filtre de référence de 620 nm en utilisant le logiciel SOFTmaxPRO 5.0.  

� Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL
®
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-Dosage des IgG2 spécifiques d’AMA-1, GLURP-R2 et  MSP1 

� Sensibilisation des puits de plaque avec l’antigène (Coating) 

� D’abord l’initiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites sur la 

plaque. 

� Sensibiliser les puits des colonnes 1 à 12 avec 100 µl de l’antigène AMA-

1,GLURP-R2,MSP1 diluéà 1.0 µg/ml.  

� Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.  

� Incuber la plaque pendant une nuit à 2-8ºC (la plaque ainsi sensibilisée peut 

être conservée pendant 21 jours dans le réfrigérateur à 2 à 8ºC).  

� Blocage des plaques 

� Laver la plaque  4 fois avec le tampon de lavage et essorer en tapant contre 

un papier absorbant. 

� Distribuer 200 l de la solution de blocage dans tous les puits. 

� Incuber pendant 1 heure, la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide et en agitation lente. 

�  Addition du premier anticorps (plasma) 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums témoins positif 

et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200 dans le tampon de dilution.  

� Distribuer 100l des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément au 

schéma de plaque.  

� Incuber pendant 2heures la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente.  

� Addition du second anticorps ou conjugué 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Distribuer dans les puits 100l du conjugué anti-IgG humaine de chèvre dilué à 

1:2000 dans le tampon de dilution.  

� Incuber pendant 1heure la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente. 

� Addition de substrat (TMB)  

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer. 

�  Distribuer 100 l de substrat dans chaque puits.  

� Incuber pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. 

� Arrêter la réaction en ajoutant 100l d’une solution H2SO4 1M  dans chaque 

puits.  

� Lecture et expression des résultats 

�  Mesurer les densités optiques des puits à l’aide d’un spectrophotomètre à 

450 nm avec un filtre de référence de 620 nm en utilisant le logiciel SOFTmaxPRO 5.0.  

� Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL
®
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-Dosage des IgG3 spécifiques d’AMA-1, GLURP-R2 et  MSP119, 

� Sensibilisation des puits de plaque avec l’antigène (Coating) 

� D’abord l’initiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites sur la 

plaque. 

� Sensibiliser les puits des colonnes 3 à 12 avec 100 µl de l’antigène AMA-1, 

GLURP-R2, MSP1 dilué à 1.0 µg/ml.  

� Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.  

� Incuber la plaque pendant une nuit à 2-8ºC (la plaque ainsi sensibilisée peut 

être conservée pendant 21 jours dans le réfrigérateur à 2 à 8ºC).  

� Blocage des plaques 

� Laver la plaque  4 fois avec le tampon de lavage et essorer en tapant contre 

un papier absorbant. 

� Distribuer 200 l de la solution de blocage dans tous les puits. 

� Incuber pendant 1 heure, la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide et en agitation lente. 

�  Addition du premier anticorps (plasma) 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums témoins positif 

et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200 dans le tampon de dilution.  

� Distribuer 100l des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément au 

schéma de plaque.  

� Incuber pendant 2heures la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente.  

� Addition du second anticorps ou conjugué 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Distribuer dans les puits 100l du conjugué anti-IgG humaine de chèvre dilué à 

1:3000 dans le tampon de dilution.  

� Incuber pendant 1heure la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente. 

� Addition de substrat (TMB)  

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer. 

�  Distribuer 100 l de substrat dans chaque puits.  

� Incuber pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. 

� Arrêter la réaction en ajoutant 100l d’une solution H2SO4 1M  dans chaque 

puits.  

� Lecture et expression des résultats 

�  Mesurer les densités optiques des puits à l’aide d’un spectrophotomètre à 

450 nm avec un filtre de référence de 620 nm en utilisant le logiciel SOFTmaxPRO 5.0.  

� Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL
®
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-Dosage des IgG4 spécifiques d’AMA-1, GLURP-R2 et MSP1 

� Sensibilisation des puits de plaque avec l’antigène (Coating) 

� D’abord l’initiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites sur la 

plaque. 

� Sensibiliser les puits des colonnes 1 à 12 avec 100 µl de l’antigène AMA-1, 

GLURP-R2, MSP1 dilué à 1.0 µg/ml.  

� Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.  

� Incuber la plaque pendant une nuit à 2-8ºC (la plaque ainsi sensibilisée peut 

être conservée pendant 21 jours dans le réfrigérateur à 2 à 8ºC).  

� Blocage des plaques 

� Laver la plaque  4 fois avec le tampon de lavage et essorer en tapant contre 

un papier absorbant. 

� Distribuer 200l de la solution de blocage dans tous les puits. 

� Incuber pendant 1 heure, la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide et en agitation lente. 

�  Addition du premier anticorps (plasma) 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums témoins positif 

et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200 dans le tampon de dilution.  

� Distribuer 100l des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément au 

schéma de plaque.  

� Incuber pendant 2heures la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente.  

� Addition du second anticorps ou conjugué 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Distribuer dans les puits 100l du conjugué anti-IgG humaine de chèvre dilué à 

1:1000 dans le tampon de dilution.  

� Incuber pendant 1heure la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente. 

� Addition de substrat (TMB)  

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer. 

�  Distribuer 100 l de substrat dans chaque puits.  

� Incuber pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. 

� Arrêter la réaction en ajoutant 100l d’une solution H2SO4 1M  dans chaque 

puits.  

� Lecture et expression des résultats 

�  Mesurer les densités optiques des puits à l’aide d’un spectrophotomètre à 

450 nm avec un filtre de référence de 620 nm en utilisant le logiciel SOFTmaxPRO 5.0.  

� Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL
®
 

 

 

 



Analyse de la  réponse anticorps naturelle contre trois antigènes de P. falciparum  chez les enfants de 1 à 5 ans 

vivant à Bandiagara ; Mali 

 

Thèse de Pharmacie 2012-2013                                                           Amassagou Raymond DOUYON  

 

 130 

 

 

 

 

-Dosage des IgM spécifiques d’AMA-1, GLURP-R2 et  MSP1 

� Sensibilisation des puits de plaque avec l’antigène (Coating) 

� D’abord l’initiale du technicien et la date de réalisation sont inscrites sur la 

plaque. 

�  Sensibiliser les puits des colonnes 1 à 12 avec 100 µl de l’antigène AMA-1, 

GLURP-R2, MSP-1 dilué à 1.0 µg/ml.  

� Couvrez la plaque avec la feuille de plastique adhésive.  

� Incuber la plaque pendant une nuit à 2-8ºC (la plaque ainsi sensibilisée peut 

être conservée pendant 21 jours dans le réfrigérateur à 2 à 8ºC).  

� Blocage des plaques 

� Laver la plaque  4 fois avec le tampon de lavage et essorer en tapant contre 

un papier absorbant. 

� Distribuer 200 l de la solution de blocage dans tous les puits. 

� Incuber pendant 1 heure, la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide et en agitation lente. 

�  Addition du premier anticorps (plasma) 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums témoins positif 

et négatifs et les plasmas de volontaires au 1:200 dans le tampon de dilution.  

� Distribuer 100l des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément au 

schéma de plaque.  

� Incuber pendant 2 heures la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente.  

� Addition du second anticorps ou conjugué 

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et essorer. 

� Distribuer dans les puits 100l du conjugué anti-IgM humaine de chèvre dilué à 

1:6000 dans le tampon de dilution.  

� Incuber pendant 1heure la plaque à la température du laboratoire dans une 

chambre humide en agitation lente. 

� Addition de substrat (TMB one)  

� Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien essorer. 

�  Distribuer 100 l de substrat dans chaque puits.  

� Incuber pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. 

� Arrêter la réaction en ajoutant 100l d’une solution H2SO4 1M  dans chaque 

puits.  

� Lecture et expression des résultats 

�  Mesurer les densités optiques des puits à l’aide d’un spectrophotomètre à 

450 nm avec un filtre de référence de 620nm en utilisant le logiciel SOFTmaxPRO 5.0.  

� Analyser les résultats avec le logiciel ADAMSEL
®
 

Les seuils de détection étaient de 1000 ng/ml pour les IgG et IgM. 
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3-3- Feuilles de paillasse 

 

Protocol de travail  ELISA  IgG 

Date: 

N° de série : 

Initiales : 

Objectif: quantification d’anticorps IgG spécifiques à l’antigène AMA1-FVO ou  

MSP1 hyb ou GLURP-R2 

Cocher les 

étapes faites 

(  ) 

Sensibilisation Distribuer  100 µl par puits de  rAg : AMA1-FVO ou MSP1 

hyb ou GLURP-R2  dans le PBS à   1 µg/ml des  colonnes 1 - 

12. Plaque: NUNC 439454 Maxisorb 

Date de 

sensibilisation 

4C 

 

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Blocage 200 l par puits du tampon de blocage 1 h   en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

premier anticorps. 

Distribuer 100 l par puits de a) de standard dans les lignes 1 

et 2 et b) les contrôle positif(PC) et négatif (NC) et le blanc 

c) les échantillons de sérum sont dilués distribuer comme 

ci-dessous. 

2 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

second  anticorps. 

Conjuguée Anti-IgG humaine de chèvre couplé à la 

Peroxydase (Caltag) diluée à 1:80000 dans le tampon de 

dilution. Ajouter 100 l dans les puits  

1 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Réaction de 

coloration 

100 l de la solution  de mélange à part égale de TMB et 

H2O2 dans chaque puits. 

30 min. à la 

température du 

labo à l’obscurité  

 

Arrêt 100 l de 0.2 M H2SO4 puis Lecture à 450 nm, réf. 620 nm   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Std IgG* 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

125 

ng/ml 

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195  

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

B Std IgG 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

P25 

ng/ml  

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195 

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

C PC PC S-1 S-1 S-2 S-2 S-3 S-3 S-4 S-4 S-5 S-5 

D NC NC S-6 S-6 S-7 S-7 S-8 S-8 S-9 S-9 S-10 S-10 

E Blanc Blanc S-11 S-11 S-12 S-12 S-13 S-13 S-14 S-14 S-15 S-15 

F Blanc Blanc S-16 S-16 S-17 S-17 S-18 S-18 S-19 S-19 S-20 S-20 

G S-21 S-21 S-22 S-22 S-23 S-23 S-24 S-24 S-25 S-25 S-26 S-26 

H S-27 S-27 S-28 S-28 S-29 S-29 S-30 S-30 S-31 S-31 S-32 S-32 
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Protocol de travail  ELISA  IgG1 

Date: 

N° de série : 

Initiales : 

Objectif: quantification d’anticorps IgG1 spécifiques à l’antigène AMA1-FVO  ou 

MSP1 hyb ou GLURP-R2 

Cocher les 

étapes faites 

() 

Sensibilisation Distribuer  100 µl par puits de  rAg : AMA1-FVOou 

MSP1hyb ou GLURP-R2  dans le PBS à   1 µg/ml des  

colonnes 1 - 12. Plaque: NUNC 439454 Maxisorb 

Date de 

sensibilisation 

4C 

 

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Blocage 200 l par puits du tampon de blocage 1 h   en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

premier anticorps. 

Distribuer 100 l par puits de a) de standard dans les lignes 1 

et 2 et b) les contrôle positif(PC) et négatif (NC) et le blanc 

c) les échantillons de sérum sont dilués distribuer comme 

ci-dessous. 

2 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

second  anticorps. 

Conjuguée Anti-IgG humaine de chèvre couplé à la 

Peroxydase (Caltag) diluée à 1:5000 dans le tampon de 

dilution. Ajouter 100 l dans les puits  

1 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Réaction de 

coloration 

100 l de la solution  de mélange à part égale de TMB et 

H2O2 dans chaque puits. 

30 min. à la 

température du 

labo à l’obscurité  

 

Arrêt 100 l de 0.2 M H2SO4 puis Lecture à 450 nm, réf. 620 nm   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Std IgG* 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

125 

ng/ml 

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195  

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

B Std IgG 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

P25 

ng/ml  

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195 

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

C PC PC S-1 S-1 S-2 S-2 S-3 S-3 S-4 S-4 S-5 S-5 

D NC NC S-6 S-6 S-7 S-7 S-8 S-8 S-9 S-9 S-10 S-10 

E Blanc Blanc S-11 S-11 S-12 S-12 S-13 S-13 S-14 S-14 S-15 S-15 

F Blanc Blanc S-16 S-16 S-17 S-17 S-18 S-18 S-19 S-19 S-20 S-20 

G S-21 S-21 S-22 S-22 S-23 S-23 S-24 S-24 S-25 S-25 S-26 S-26 

H S-27 S-27 S-28 S-28 S-29 S-29 S-30 S-30 S-31 S-31 S-32 S-32 
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Protocole de travail  ELISA  IgG2 

Date: 

N° de série : 

Initiales : 

Objectif: quantification d’anticorps IgG2 spécifiques à l’antigène AMA1-FVO  ou 

MSP1 hyb ou GLURP-R2 

Cocher les 

étapes faites 

() 

Sensibilisation Distribuer  100 µl par puits de  rAg : AMA1-FVOou 

MSP1hyb ou GLURP-R2  dans le PBS à   1 µg/ml des  

colonnes 1 - 12. Plaque: NUNC 439454 Maxisorb 

Date de 

sensibilisation 

4C 

 

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Blocage 200 l par puits du tampon de blocage 1 h   en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

premier anticorps. 

Distribuer 100 l par puits de a) de standard dans les lignes 1 

et 2 et b) les contrôle positif(PC) et négatif (NC) et le blanc 

c) les échantillons de sérum sont dilués distribuer comme 

ci-dessous. 

2 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

second  anticorps. 

Conjuguée Anti-IgG humaine de chèvre couplé à la 

Peroxydase (Caltag) diluée à 1:2000 dans le tampon de 

dilution. Ajouter 100 l dans les puits  

1 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Réaction de 

coloration 

100 l de la solution  de mélange à part égale de TMB et 

H2O2 dans chaque puits. 

30 min. à la 

température du 

labo à l’obscurité  

 

Arrêt 100 l de 0.2 M H2SO4 puis Lecture à 450 nm, réf. 620 nm   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Std IgG* 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

125 

ng/ml 

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195  

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

B Std IgG 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

P25 

ng/ml  

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195 

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

C PC PC S-1 S-1 S-2 S-2 S-3 S-3 S-4 S-4 S-5 S-5 

D NC NC S-6 S-6 S-7 S-7 S-8 S-8 S-9 S-9 S-10 S-10 

E Blanc Blanc S-11 S-11 S-12 S-12 S-13 S-13 S-14 S-14 S-15 S-15 

F Blanc Blanc S-16 S-16 S-17 S-17 S-18 S-18 S-19 S-19 S-20 S-20 

G S-21 S-21 S-22 S-22 S-23 S-23 S-24 S-24 S-25 S-25 S-26 S-26 

H S-27 S-27 S-28 S-28 S-29 S-29 S-30 S-30 S-31 S-31 S-32 S-32 
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Protocol de travail  ELISA  IgG3 

Date: 

N° de série : 

Initiales : 

Objectif: quantification d’anticorps IgG3 spécifiques à l’antigène AMA1-FVO  ou 

MSP1 hyb ou GLURP-R2 

Cocher les 

étapes faites 

 

Sensibilisation Distribuer  100 µl par puits de  rAg : AMA1-FVOou 

MSP1hyb ou GLURP-R2  dans le PBS à   1 µg/ml des  

colonnes 1 - 12. Plaque: NUNC 439454 Maxisorb 

Date de 

sensibilisation 

4⁰C 

 

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Blocage 200 l par puits du tampon de blocage 1 h   en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

premier anticorps. 

Distribuer 100 l par puits de a) de standard dans les lignes 1 

et 2 et b) les contrôle positif(PC) et négatif (NC) et le blanc 

c) les échantillons de sérum sont dilués distribuer comme 

ci-dessous. 

2 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

second  anticorps. 

Conjuguée Anti-IgG humaine de chèvre couplé à la 

Peroxydase (Caltag) diluée à 1:3000 dans le tampon de 

dilution. Ajouter 100 l dans les puits  

1 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Réaction de 

coloration 

100 l de la solution  de mélange à part égale de TMB et 

H2O2 dans chaque puits. 

30 min. à la 

température du 

labo à l’obscurité  

 

Arrêt 100 l de 0.2 M H2SO4 puis Lecture à 450 nm, réf. 620 nm   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Std IgG* 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

125 

ng/ml 

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195  

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

B Std IgG 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

P25 

ng/ml  

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195 

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

C PC PC S-1 S-1 S-2 S-2 S-3 S-3 S-4 S-4 S-5 S-5 

D NC NC S-6 S-6 S-7 S-7 S-8 S-8 S-9 S-9 S-10 S-10 

E Blanc Blanc S-11 S-11 S-12 S-12 S-13 S-13 S-14 S-14 S-15 S-15 

F Blanc Blanc S-16 S-16 S-17 S-17 S-18 S-18 S-19 S-19 S-20 S-20 

G S-21 S-21 S-22 S-22 S-23 S-23 S-24 S-24 S-25 S-25 S-26 S-26 

H S-27 S-27 S-28 S-28 S-29 S-29 S-30 S-30 S-31 S-31 S-32 S-32 
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Protocol de travail  ELISA  IgG4 

Date: 

N° de série : 

Initiales : 

Objectif: quantification d’anticorps IgG4 spécifiques à l’antigène AMA1-FVO  ou 

MSP1 hyb ou GLURP-R2 

Cocher les 

étapes faites 

 

Sensibilisation Distribuer  100 µl par puits de  rAg : AMA1-FVOou 

MSP1hyb ou GLURP-R2  dans le PBS à   1 µg/ml des  

colonnes 1 - 12. Plaque: NUNC 439454 Maxisorb 

Date de 

sensibilisation 

4⁰C 

 

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Blocage 200 l par puits du tampon de blocage 1 h   en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

premier anticorps. 

Distribuer 100 l par puits de a) de standard dans les lignes 1 

et 2 et b) les contrôle positif(PC) et négatif (NC) et le blanc 

c) les échantillons de sérum sont dilués distribuer comme 

ci-dessous. 

2 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

second  anticorps. 

Conjuguée Anti-IgG humaine de chèvre couplé à la 

Peroxydase (Caltag) diluée à 1:1000 dans le tampon de 

dilution. Ajouter 100 l dans les puits  

1 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Réaction de 

coloration 

100 l de la solution  de mélange à part égale de TMB et 

H2O2 dans chaque puits. 

30 min. à la 

température du 

labo à l’obscurité  

 

Arrêt 100 l de 0.2 M H2SO4 puis Lecture à 450 nm, réf. 620 nm   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Std IgG* 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

125 

ng/ml 

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195  

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

B Std IgG 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

P25 

ng/ml  

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195 

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

C PC PC S-1 S-1 S-2 S-2 S-3 S-3 S-4 S-4 S-5 S-5 

D NC NC S-6 S-6 S-7 S-7 S-8 S-8 S-9 S-9 S-10 S-10 

E Blanc Blanc S-11 S-11 S-12 S-12 S-13 S-13 S-14 S-14 S-15 S-15 

F Blanc Blanc S-16 S-16 S-17 S-17 S-18 S-18 S-19 S-19 S-20 S-20 

G S-21 S-21 S-22 S-22 S-23 S-23 S-24 S-24 S-25 S-25 S-26 S-26 

H S-27 S-27 S-28 S-28 S-29 S-29 S-30 S-30 S-31 S-31 S-32 S-32 
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Protocol de travail  ELISA  IgM 

Date: 

N° de série : 

Initiales : 

Objectif: quantification d’anticorps IgM spécifiques à l’antigène AMA1-FVO  ou 

MSP1 hyb ou GLURP-R2 

Cocher les 

étapes faites 

 

Sensibilisation Distribuer  100 µl par puits de  rAg : AMA1-FVOou 

MSP1hyb ou GLURP-R2  dans le PBS à   1 µg/ml des  

colonnes 1 - 12. Plaque: NUNC 439454 Maxisorb 

Date de 

sensibilisation 

4⁰C 

 

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Blocage 200 l par puits du tampon de blocage 1 h   en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

premier anticorps. 

Distribuer 100 l par puits de a) de standard dans les lignes 1 

et 2 et b) les contrôle positif(PC) et négatif (NC) et le blanc 

c) les échantillons de sérum sont dilués distribuer comme 

ci-dessous. 

2 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Incubation avec le 

second  anticorps. 

Conjuguée Anti-IgG humaine de chèvre couplé à la 

Peroxydase (Caltag) diluée à 1:6000 dans le tampon de 

dilution. Ajouter 100 l dans les puits  

1 h  en agitation  

Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.  

Réaction de 

coloration 

100 l de la solution  de mélange à part égale de TMB et 

H2O2 dans chaque puits. 

30 min. à la 

température du 

labo à l’obscurité  

 

Arrêt 100 l de 0.2 M H2SO4 puis Lecture à 450 nm, réf. 620 nm   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Std IgG* 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

125 

ng/ml 

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195  

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

B Std IgG 

100ng/ml 

50 

 ng/ml 

P25 

ng/ml  

12.5  

ng/ml 

6.25  

ng/ml 

3.13  

ng/ml 

1.56  

ng/ml 

0.78  

ng/ml 

0.39  

ng/ml 

0.195 

ng/ml 

0.097  

ng/ml 

0.048  

ng/ml 

C PC PC S-1 S-1 S-2 S-2 S-3 S-3 S-4 S-4 S-5 S-5 

D NC NC S-6 S-6 S-7 S-7 S-8 S-8 S-9 S-9 S-10 S-10 

E Blanc Blanc S-11 S-11 S-12 S-12 S-13 S-13 S-14 S-14 S-15 S-15 

F Blanc Blanc S-16 S-16 S-17 S-17 S-18 S-18 S-19 S-19 S-20 S-20 

G S-21 S-21 S-22 S-22 S-23 S-23 S-24 S-24 S-25 S-25 S-26 S-26 

H S-27 S-27 S-28 S-28 S-29 S-29 S-30 S-30 S-31 S-31 S-32 S-32 
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SERMENT DE GALIEN 

JE JURE, EN PRÉSENCE DES MAÎTRES DE LA 

FACULTÉ, DES CONSEILLERS DE L’ORDRE DES 

PHARMACIENS ET DE MES CONDISCIPLES : 

 D’HONORER CEUX QUI M’ONT INSTRUIT DANS LES     

PRÉCEPTES DE MON ART ET DE LEUR TÉMOIGNER 

MA RECONNAISSANCE EN RESTANT FIDÈLE À 

LEUR ENSEIGNEMENT ; 

D’EXERCER DANS L’INTÉRÊT DE LA SANTÉ 

PUBLIQUE,  MA PROFESSION AVEC CONSCIENCE 

ET DE RESPECTER NON SEULEMENT LA LÉGISLATION EN VIGUEUR MAIS AUSSI LES 

RÈGLES DE L’HONNEUR, DE LA PROBITÉ ET DU DÉSINTÉRESSEMENT ;  

DE NE JAMAIS OUBLIER MA RESPONSABILITÉ ET MES DEVOIRS ENVERS LE 

MALADE ET SA DIGNITÉ HUMAINE. 

EN AUCUN CAS, JE NE CONSENTIRAI À UTILISER MES CONNAISSANCES ET MON 

ÉTAT POUR CORROMPRE LES MŒURS ET FAVORISER LES ACTES CRIMINELS. 

QUE LES HOMMES M’ACCORDENT LEUR ESTIME SI JE SUIS FIDÈLE À MES 

PROMESSES. 

QUE JE SOIS COUVERT D’OPPROBRE ET MÉPRISÉ DE MES CONFRÈRES SI J’Y 

MANQUE.  

JE LE JURE ! 

 

 


