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" INTRODUCTION

Le Patudisme peut se définir comme une érythrocytopathig, febrile et
hémolysante due a un protozoaire (Hémosparidie). Le développement et 1a
multiplication intraerythrocytaire de cet apicomplexa {genre plaqmodmm) chez
I'homme traduit 1a maladie.

i1 est transmis & I'homme par 1a piglre infestante d'un moustique de la
sous famille des anophelinae et de genre ahophélas (Meigen 1818}

Quatre espaces plasmodiales sont inféodees & homma : Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale et Plasmodium msalarise.

Plasmadium falciparum (Welch 1897) est I'espece 1a plus dangerause.

Ses incidencas pernicieuses dramatiques font de lui 19 cause principale
de mortalité et de morhidité. Au Mali, les statistiques sanitaires mentrent que
- 1e Paludisme représente 1a premigre cause de morbidité (15,68) ot de mortalité
(13%) DOUMBO Q. et coll 1288 (19)

En Gambie, Greenwood et coll (28) ont estime & 208 e taux de mortalite
infanto juvenile en 1989,

Bah, M.D. et coll 18581 {4) ont montré une prévalence alevae chez les
femmes enceintas en zones rurales d'endaémie palustre. L'impact de catte-
parasitose a
P falciparum sur 1'évalution des grossesses est largement démontra dans les
zones d'endémie : Bryskier. A, et coll 1988 (Q). Toutes ces rapercussions
fre;nent l'essar sacio-economique des zones d'endemie palustre.

La deécouverte du rile vecteur des anoph@les dans la transmission du
paludisme par Sir Ronald Ross en 1948, et 'identification du parssita par
Laverans en 1830 (Ambroise. T. et call 1984 {1) ont permis de raaliser
d'importants progrés dans le domaine de I'épidémiologie du Psludisme.

L'apparition de nouveaux produits antimalariquas de synthése at
d'insecticides & effet remanent contribuérent heaucoup au lancement du
pragramma mandial d'éradication du paludisme par O.M.S. en 1933 {1\

Deg rem.ntat-e spectaculaires ont &té obtenus dans les pays tempérés et
dans les ragions insulaires. Mais, dans les regions inter-tropicales les progrés
ont &té timides voir méme insignifiants. Environ 2 .5 Milliards d'individus sont
exm:m& a; infestation palustre (9). En Afrique 142 Millions d'enfants maurent
par an (26}

Le Paludisme, dans ces reqmm dites " de ceinture de pauvretd *, demeure
un probleme méadical et un probléme majeur de Hante Publigue.



A V'heure actuelle, 1a ménace croissante de la résistance aux
antipaludéens de synthése des souches plasmodiales en général et de 1a
chlomqumu résistance de Plasmodium falciparum {53} en particulier pose de
sérieux problames aux cliniciens et aux épidémiologistes. Quant aux chercheurs,
ils cheminent vers 1'immunoprophylaxie pour 1'&@laboration d'un vaccin face 8
une situation allant en s'aggravant. La mise au point de la culture continue
plasmodiale par Jensen etTrager en 1976 (32) a heaucoup apporté dans le
domaine de la biologie du parasite : Des mécanismas d'intaraction entre 'hite et
le parasite ont éte alucidés.

L'aspoir gue suscita le vaccin antisporozoite de Nussenzweig 1382-198a6
amplifié par les média n'a pas abouti § 1a sortie d'un vaccin efficace.

Les recherches s'orientent actuellement vers dautres protéines plu'-*
immunogénes de stade : formes asexufes et sexuges erythrocytaires.

Parmi ces protéines immunogéres la protéine 190 (P 190} de
Plasmodium {slcipsrum de 1a surface du merozoite est en trés bonne position.

De nombreuses équipes travaillent sur cetie protéine. |1 s'agit de:
- Wasim A. Siddiqui et coll de 1'Université d'Hawaii 8 Honolulu aux U.S.A.

- Johin 6. Scaife et coll Departemnent de biclogie rnmraculmre de
I"'Université d'Edinburg (Royaume-Unis).

- Herrnann Bujard Centre de biologie moléculaire Hmdﬂibprg {Alemagne
Fédérale).

~ Manuel E. Patarrogo et coll de 'Université de Colombie.

L'évaluation clinigue en phase lla du vaccin contenant 1a P190 est
imminente.

Dans le cadre d'une callaboration institutionnelle entre le Iabumtmre de
mulogle moléculaire du Professeur Docteur H. Bujard {Heidelberg) et le

Département d'Epidemiclagie des Affections Parasitaires (D.EAP). nous nous
proposons :

- De participer a 1a mise au point des technigues sero-immunalogiques de

diagnostic et de surveillance emdemmloglque du Paludisme dans
notre pays ;

- De promouvoir un transfert des technigues d'immunao- diagnostique
Nord-5ud ;



3.

- De caractériser le facies épidémiologique du paludisme dans une zone de
savanhe malienne en utilisant les nouveauy indicateurs
malariométriques ;

- D'évaluer la dynamique naturelle des anticorps anti-P. 120 dans une
zohe d'endémie palustre de savane malienne chez das aduliaes et enfants;

- De préparer le terrain dans une zohe d'endémie de savane pour un
aventueél easai vaccinal : acceptabilité et participation communautaire
pour un suivi langitidunal.



SV LISYUYILNY

SNIJJYA $313dNS INDIHAYY90ITdId INIOd Ny 51 ¢



21 Plsce des poresites dops je réqne snimsel

Les parasites animauy sont des &tres vivants. 11s vivent sux dépens d'un
individu d'une sufre espece linéenne appelée hbte ; dont ils peuvent ou pas
altérer 1a santé. Le parasitisme est un état de relation hétérospécifique entre
deux espéces linéennes. cette relation se tisse par un mécanisme d'adaptation
phylogénique. Cette adaptation oblige le parasite 4 des modifications
éthologiques, biologiques et immunologiques. Le parasite use de tous les moyens
pour se faire accepter et tolérer par son hite, ce qui complique d'avaniage
I'obtention d'un vaccin antiparasitaire. Mc. Laren. J. D. et Terry. R.G. 1989 (40)
dans leur article “Antipsrasites vaccines” font le bilan deg vaccing
antiparasitaires existants et, ou, en cours d'évaluation.
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CLASSIFICATION DES PARASITES : POINT D'IMPACT DES VACCIN§ =
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Les vaccins antimétazoaires existants ou, en cours d'études sont
tous &laborés contre 1es nématodes et trématodes d'animaus.

Le premier vaccin antiparasitaire commercialisé depuis 1959 a &té
2laboré contre la bronchite pulmonaire du bétail. 11 est composg@ de larves
irradiées de Dictyacaulus viviparus {(Nematade). Ce vaccin induit dans 998 des
cas une immunite protectrice.

Un second vacein antinématode a été mis au point contre 'ankylestomiase
du chien : Ankylostoma canihum. Ce vaccin préviendrait les manifastations
morbides graves sans " blanchir” complétemant le chien.

Un troisieme vaccin constitué de larves irradiées de Schistosoma bovis
{Trématode) a até testé contre la schistosomiase bovine. L'administration de
larves stténuées par irradigtion au batail donne des résultats trés pramettaurs,
La prévention contre l'infection ne semble pas totale. Ce niveau de protection
incompléte limite son essai & I'homme. 11 existe une parenté antigenigue entre
les schistosomes humains et ceux des animaux.

Actuellement gréce au génie génétigue, nombreuses sont les protéines
immunogenes candidates pour un vaccin.

Pour le vaccin antischistosomiase bovine, les protéines les plus
prometteuses sont les enzymes : le glutathion S. Transferase (P. 28), la
glycopratéine GP. 38 at 1a GP. 18 (antigéne de surface du parasite). Les résultats
sont peu encourageants, méme quand elles sont utilisées en "caktail®.

Pour 1le vaccin sntiankylostomiase canine, les. shzymes proteases
d'Ankylostoma canihum restent de sérieuses candidates pour le vaccin.

Quant aux schistosomiases humaines, les recherches sont eh cours pour
l'ldentifica‘tion de meilleures protéines immunagéniques. L'obtention d'un vaccin
dans V'immadiat he semble pas évident.

2 Vercips aniiprolazesiras (alesmodivm excly

Le vacein antileishmaniose (parasite vivant atténud) est le premier
vaccin antiparasitaire testé sur Uhomme. |1 induirait une bonne immunité.
L'expérimentation au Brésil sur I'homme d'un vaccin antileischmaniase constityé
de parasite mort a donne des résultats plus prometteurs.

Le vaccin constitué de sporozoite de Theileria parva {piroplasme)}
responsable de la fiévre du batail sur la cite Est Africaine a &td testd. Ce
vaccin confére une immunité protectrice si l'immunisation s'effectus avec la
souche hamalogue .




La Thelecine, vaccin 8labaré contre V'infection & Theileria snnulats est
commercialisé en URSS. Ce vaccin utilisé pour immuniser les bovins est
similaire a celui utilisé en lsraél. Ce vaccin est constitué de lignées cellulaires
parasitdes par 1a forme atténuége de Theileria annulata. Paralldlement il existe
un vaccin antipiroplasme {Bahesia bovis) utilisé en Australie paur immuniser
les bovins. Ce vaccin confera une immunité non stenhsante de courte durée, et
necessite des stimulations répétées.

actuellament beauwup de vaccins antisporozogires sont en cours
d'élaboration. Il s s'agit notamment de: :

- La glycoprotéine GP &3 candidate pour un nouvel vacein
antileishmaniose. 11 semblerait que cette GP &3 joue unh rdle de ligand
entre 12 macrophage et le parasite. Mais, le phénomene d'immuno-
pathologigue (réaction d'hypersensibilité retardée de type inflammatoire)
qu'il induit pose un probléme majeur quant § son utilisation comme
immuncgane chez Vhamme ;

- Pour les vaccins antipiroplasmes {Theileria et Babesia), les recherches
s'arientent vers 1'identification d'sntigenes protecteurs. Le
palymarphisme antigénique rencontré chez ces deux parasites pasent de
sérisux problames pour 'évaluation d'un vaccin efticace ;

- Des antigénes produits par génie ganétique sont candidats pour
I'élaboration d'un vaccin cantre la coccidiose § Eimeria. Un antigéne
d'Eimeria tehella § &té mis au peint. 11 semble procurer quelque dagré de
pratection ;

- Quant au vaccin antitrypanosomiase, d'importants progras ont até
réalisés par 1a biologie moléculaire. Mais, 1a complaxité des variatiohs
antigénigues, et la capacité du parasite § modifier la synthese de ses
antigénes de surface rendent délicat 1'81aboration d'un vacein. Cepandant:
l'utilisation d'un médicament altérant ses capacités de medification de la
qunthe\e des antigeénes de surface, rendrait le trupanasame accessible
aux macanismes de défense immunitaire.

En conclusion, seuls deux vaccing antiparasitaires d'intérdt vétérinsire
sont disponibles : la vaccin contre 1s dictyocaulose pulmonaire bovine qui
confére une immunité protectrice & 958 et le vaccin contre la thelecine a
Theileris annulata commercialisé en URSS.

Il existe danc trés peu de vaccins antiparasitaires efficaces. Cependant
gréce au génie génétique, l'orientation vers la recherche de protéines plus

immunagénes et d'adjuvants de qualitd permettra 1'&lshoration de nombreux
vaccing antiparasitaires efficaces.



5. LES DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES SUR LES YACCINS
ANTIPLASMODIAUX.

D'impartants progrés ont &té réalisés dans le domaine de I'immunologie et
de la biologie moleculaire pour la mise au point d'un vaccin antimalarique.
depuis l'idée lancée par Celli {Italie) et les freres Sergent (Algérie) ()il y a
73 ans.

Trois dates sont & retenir dans cette "course au vaccin®™ (32):

- 1975 : I'abtention d‘hgb,ridnmes débauchant sur 1a production d'anticorps
monaciohauy et permettant 1a purification et la detection d'antigénes.

- 1976 : culture de P. falciparum in vitro etablissant une saurce continue
de parasite.

- 1984 : clonage d'un géne de P. falciparum ouvrant 1'dre du génie génétique
en parasitolegie. _

1 s'agit de sous unité de vaccin, puisque la cible potentielle n'est plus le
parasite entier, mais des protaines de surface synthétiques ou recambinantas.

D'aprés Bruce-Chwatt {7) ces protéines immunogénes proviennent des
trois stades de développement du plasmodium. 11 s'agit de:

- Le sparazoite infectant : c'est 1a forme inoculée dans hate humain par
una anopheles infectée. Sa pénétration dans 1'hépatocyte survient
enviren 30 minutes aprés son inoculation. Un vaccin & visée protectrice
sur les formes hépatocytaires ou pré arythrocytaires doit 8tre efficace
& 1008, 11 empécherait le dévelappement de cette forme en schizonte
dans le  foie et leur invasion sanguine.

- Les formes erythrocytaires asexuées : elles sont responsables des
manitestations cliniques de 1a maladie. Ces manifestations sont
associées aux cycles répétés de 1a multiplication du parasite dans
les hématies. Un vaccin contre les formes erythrocytaires (ou
mérozoite) devrait stopper ou limiter leur pénétration et replication
dans l'erythracyte. L'immunité induite doit réduire les manifestations
matbides dues & 1a maladies.

- Les Tormes sexuées : il s'agit des gametocytes, gametes et oocystes. Ce
troisiéme type de vaccin devrait empécher la fertilisation des gametes
femelles du parasite par les mdles, ou interférer sur la croissance des
gucytjas dans I'intestin du moustique, si les anticorps spécifigues sont
ingeras par lanophdles. Ce type de vaccin devrait bloguer 1la
transmission du Paludisme dans une communauté.
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Perking.M.E, et coll 1989 (48) montrent que 'invasioh du mérozoite
dens I'hématie nécessite deuk structures fondamentaies. {1 s'agit: ;

3 T 7 s :
- Des structures propres & I'nématie : recepteurs membranaires
spécifiques d'expéces plasmadiales ; ' '

- Des structures propres au mérozoite : RBP cu protéines
spécifiques du mérozoite qui se lient aux recepteurs membranaires
- de I'hématiea. '

Des &tudes réalisées au microscope électronique avec les madeéles
aviaire (Plasmodium gallinaceum), simien (Plasmadium knowlesi), et humain,
(Plasmodium vivax et Plasmodium falciparum) ont montré que les plasmadies ne
pénétrent pas 'hématie par effraction membranaire.

Le mécanisme de I'invasion est un processus d'invagination membranaire
de I'hématie avec formation d'une vacuole parasitophore : endocytose
(OMS 1987) (44).

La séquence des événements est tras précise. Hermentin et coll 1984 in
TOUNKARA A. 1987 (61) résument en sept (?) étapes successives le mécanisme
d'invasion de I'hématie par le mérozaite {voir schéma N°2).

Schéma 2 - Processus d'invasion de l'érythrocyte humain par
Plasmodium falciparum selon HERMENTIN et al., 1984. !

“1accidental contact

2)initial attachment

3lerythrocyte
deformation

4.)rcori'cnution and
apical attachment

Slapical complex-
erythrocyte '
junction formation

¥J I“t‘b‘hquSaI—iou 6.)invagination
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1. Le contact accidentel du mérozoite 4 la surface de I'hématie; '

2. L'attachement du mérozoite & '"hématie. Cet attachement peut
s'effectuer su hiveau de toute structure morphologique du mérozoite ;

3. Une déformation rapide et étendue de I'hématie en un temps trés court
94 15 secondes ;

4. La réorientation du mérozoite avec sttachement de =3 zone apicale &
I'hématie ;

5. La farmation d'une jonction mobile & I'interface du merozotte at de la
membrane de 1'hématie. La membrane de I'hématie subit une vague
déformation pour engendrer une dépression cancave autuur
de 1'apex du mérozoite ;

6. lnvaqmatmn de 1a membrane erythrocytaire en un temps tras bref une
U) minute, est secondaire aux.sécrétions libérées par las structures

ap}lcalea du mérozoite ;

7. Internationalisation du mérozeite avec farmation d'una vacuale
parasitophote.

I F Kelplion Flesmedivem - Femmpe - predlémes
IRMURRIcgIgHes

Le plasmodium parasite hétéroxéne doit passer dans différents
hites pour assurer son propre daveloppement. Sa diversitd antigénique @ tous
les stades de son cycle hiologigue lui valent 1e terme de " Mosaique antigénique”
{Druilhe P. et coll 1972 {20). |11 suscite chez son hite vertdbré une réponse
immunitaire 3 tous les stades de son développement. Pour la pérénité de san
espéce, la plasmoadium dejoue le systeme immunitaire par des mécanismes
d'évitement et d'adaptation. |1 traverse deux périodes difficiles hors de la
cellule sanguine & 1'état du sporozoite et de mérozoite.

Le mecanisme exact d'échappement des sporozaites aux  cellules
phagocytaires(faie et sang) n'est pas clairement &lucidd. 1 semble que la
configuratian plissée du tircqupam_uite protéine {protéine de surface du
sparozoite) détourne la réponse immunitaire vers une cible mmns immunogene
et empéche le décelement des autres.

On cannait trés mal le mécanisme d'invasian hépatocytaire du sporezoite.

Les tigands & la surface da ' hépatocyte ne sont pas totalement identifias.

Les mérpzaites de premidre genération résultant de la qcm._ogume
tissulaire ne réinfectent plus lhepatntute comme T'on 3 toujours pensé, mais
régagnent surtout le secteur vasculgire. Des données récentes concluent & un
tropisme erythrocytaire de ce stade parasitaire.
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Il & &t& mis en évidence des formes dormantes ou hypnozoites dans
I'hépatocyte avec e Plasmodium vivas et Plasmoduim ovale,

. Les raisons de la persistance dans 1'organisme humain des espéces
P. malariae pendant 30 a 60 ans, de P. ovale et de P. vivax durant 2 8 S ans sans
Btre rejettés par le systéme de défense de T'orgsnisme demeurent inconnues,

L'occupation de deux niches écologiques (hépatocyte et erythrocyte) par le
plasmodium dans un mérme biotope {organisme hurmain) pour une méme fonction
de reproduction asexuée (schizogonie) reste enigmatique.

Cette extraordinaire adaptation biclogique et éthologique du plasmodium
fait de ce parasite un veritable spécialiste. Elle se traduit par un équilibre
dynamique entre Virmmunité * protectrice * de T'hite humain et le plasmodium
parasite {3}, Cette immunité protectrice et non stérilisanie du type 1 (3) & &t&
définie par les fréres Sergent en 1963 d'oli le terme * Immunité Sergent” (1).

Elle s'acquiert en zone d'endémie au priz d'une mortslité infantile &levée et
d'une morbidité importante. Elle est spécifique d'espéce (723, de souche (38,)
(59) et méme de stade parasitaire (6). Mediée par les facleurs humorauy
cellulaires et solubles, I'immunité est d'autant précaire que 1'individu est jeune
(13). Elle se developpe avec 1'4ge (27}, (29).

D'autre part, I'homme (Homo sapiens) présente une resistance innge
vis-3-vis des especes plasmodiales non infeodéas 3 lui, example :
Plasmadium berghei, Plasmodium gallinaceum, PFlasmodium cyhamaologi etc..

Il se réalise donc une extraordinaire sdaptation hdte parasite avec une
notion de spacificité : I'hamme n'est sensible gqu'suy plasmodium humains.

Cn nhote cependant quelques exceptions d'états refractaires et das
avantages selectifs .

- Le nouveau-na § cause de son T'hémaglebine foetala et son alimentation
lactée ; '

- Las ehsgmnpathies du globule rouge : deficit en glucase 6 phasphate
déshydrogénase (Ga Pd.) ; .

- Les sujets Duffy {a- b-) et Plasmodium vivay ;

- Erythrocytopathies de structure : hémoglobinoses §, E, C ete...

- Erythrocytopathie de synthése : alpha et heta thalassemie (38) ;
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Claudio. D. R. et coll 1989 {11) montrent que 1'activation polyclonale de

B. lymphocytes est un phénoméne caractéristique de 1'immunopathologie lige au
Paludisme. Mc. Gregor 1981 {39) explique que les immuns complexes avec 1a
participation du complément peuvent aggraver 1a pathologie paludigue. Ces
immuns complexes-provequeraient la destruction des érythrocytes non parasités
et le déclenchement de houveaux stades de 1a maladie tel que glomerulonephrite
et syndrome splénomégalique tropical.

Toutes ces houvelles données sur les problémes immunalogigues liés &
I'impaludation permettent une meilleure compréhension des relations hdte

parasites. L'immuncpathologie de cette protozoose et surtout le développement
du vaccin de stades sont les premiers bénéficiaires de cet apport.

I pPifférenis veccins srliplesmedisuy

3.4.1 Vaccin antisporozoite

Nussenzweig et coll. ont mis en évidence dans las annaes
1980, les vertuas immunogenes des sparazoites irradiges (in 27). 11s utilisérent
le modele gnimal de Plasmodium berghei de souris.

L'immunité protectrice acquise est madide par des anticarps chez
I'homme, Nussenzweig RS, 1982 (in 8 retrouve la préasence danticarps
protecteurs antisporozoite de P. vivax et de P. falcipsrum. Cette immunita
acquise antisporozeite retrouvee dans le modele animal et chez 'hamme est
médige en grande partie par des anticorps (Parrin LH - 1331} (43). Ces anticorps
spécifiques réagissent avec 1'épitope répatitif contenu dans la zone centrale
immunodominante du circumsporozoite protéine. Ce matif répatitif ast conserve
dans toutes les souches de P. falciparum avec toutefois des différences
concernant le nombre de répétition (32)

La circumsparozeite protéine (Csp} est la protéine majeure de 1a surface
du sporozoite. La Csp est prasente chez tous les sporozoites et 13 structure est
identigue & Vexception de la séguence en acides aminégs (8). Elle réagit
spécifiquement avec I'hépatocyte ; et constitue la cible du vaccin sntisporozoite
en cours de réavaluatian. '

Le géne qui code pour 1a Csp a &té iselé par Dame et coll en 1984 in
Bryskier 1988 (8). La Csp & un poids moléculaire de 44 kila Dalten {KD). Elle est
composee de 412 acides aminés répartis schématiguement en trois régions :
deux regions pariphérigues et une région centrale. 408 de cette chaine d'acides
amines contient les 41 tetrapeptides répétitifs : 37 (Asparagine Alanina -
Asparagine Proline NANP) et 4 (Asparagine Valine - Acide aspartine Proline
NYDP) se situent dans 1a zone centrale immunadominante.

l Deux équipes travaillent sur ces sous-unités de vaccins dérivas de 1a Csp.
1 s'agit de .
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- I'équipe de Nussenzweig sur la protéine synthétique : 1e NYl (NANP)3
couplé avec la taxine tétanique. :

- 1'dquipe de 1a Walter Red Army Institut of Research : WRAIR - NIH sur 1a
_protéine recambinante : R 32 tet 32 :
Cette protéine est constituée du (NANP) 15 et (NVDP) 2 couplé aux 32
premiers aminocacides qui codent la résistance plasmadique des
tetracyclines. =

Ces deux protéines immunogenes de Plasmodium falciparum ont été

‘testées sur des volontaires en phase | et [| de 1'étape clinique. Saulement deux

sur neuf individus " vaccinés” ont &té efficacement protéges.

L'échec de V'essai vaccinal antisporozoite malgré une réponse humorale
trés élevée, confirme les résultats dimportents traveuy effectués par Hoffman
et coll 1687 {27). Ces auteurs ont mis en évidence 1a protection incompléte des
anticorps anticircumsporozoites. Les anticorps antiCsp auraient selon Webster
HK. et coll 1987 (70) une bréve durée de vie inférieurs & un mois. 11 est
important de noter qu'in vitro aucune correlation n'existe entre la prolifération
des T lymphocytes et Te taux d'anticorps antiCsp (O.M.S., 19867 (43).

Ces différents résultats permettent de conclure que 1a réponse humorale
seule ezt insuffisante pour conférer une protection antisporozoite efficsce.
La réponse cellulaire serait d'un appoint trés important ; 4 savoir Vintervention
des lumphocytes T cytotoxriques (CTL) reconnaissant d'auires épitopes sur
la Csp.

, Des résyltats expérimentaux de nombreux travaux récents soutiennent
cetta hypothase,

Egan et coll. 1988 {21) montrent que Te transfert passif des cellules
T lymphocytes et non des serums & des souris immunisées avec des
sporozoites entiers, confars 4 ces dernieres une immunité protectrice.

Sadoft et coll 1988 (58), provoguent 1'induction d'une immunité partialle
en absence d'anticorps svec 18 protéine recombinante chez des souris infectées
avac sparozaites.

‘ Weiss ot coll en 1988 {73) montrent le rdle.des cellules T lymphocytes
(CD & +) spécifiques responsables de Vinduction d'immunité pratectrice. Les
travaux effectuds sur le modéle animal déduisent que les T lymphocytes CD 8 +
Peuvent lyser directement les hapatocytes parasitées ou, peuvent produire des
substances solubles (O.M.S., 1986) {43). I'interferon gamma s'est montré capabla
d'inhiber le développement des faormes préerythrocytaires dans 1'hépatocyte
Chez le modele rongeur (Plasmadium berghei), et chez e madéle simien i
(Plasmadium cynomalgi).
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Romero et coll. 1989 (55) démontrent sur le modeéle animal (P._berghei et

P._yoelli} et humain {BP_falciparum) que les épitopes activant les cellules T

lgmphatutes sont rares {voir unique) et polymarphiques entre Ies souches
plasmadiales.

Good et coll. 1988 (25) mettent en avidence sur 1@ madale animal et sur
celui humain la restriction de la réponse immune lige aux geneq du camplexe
'ma}eur d'histocompatibilité. Ceci explique la variabilitd individueile de la
réponse cellulaire aux protéines Cep dans les zones d'hyperendémicité palustre.

Tous ces travaux démontrent la faible immunogénicité de la Csp, hon
seulement de 1'dpitope repétitif de la zone centrale B immunodominante, mais
gussi de I'épitope des T lymphocytes.

Actuellement les recherches s'orientent wvers dautres protéines
immunngénes axprimaes aillaurs que sur la Csp.

La culture invitro des formes préerythrocytaires de P. falciparum est en
partie réalisabla sur le modele humain (37). Ceci permettra de mieux
comprendre le mécanisme d'invasion de U'hépatocyte et la recherche des
antigéne de surface de I'hépatocyte infecta.

A T'heura actuelle, un seul antigene spécifique de 1'étape hepatique le
LSAT {Antigane . of liver stage) est 3@ I'épreuve. Son gane a eté clongé, mais sa
gignification fonctionnella reste encore incannue.

‘A

(%)

\'sceins sntiformes eruthrocutaires asexuées

- Dans ce stade parasitaire ; plusieurs proteines immunogenes sont
gh cours d'evaluation comme candidates patentiellas pour un vacein.

1} La glycoprotéine de surface du mérozoite.
Elle a divers noms :

-Le PMMS.A antigéne polumm‘phmue majeure de l1a surfme
mérazoite.

- La P 190 : protéine de poids moléculaire IQO Kila Dalton

- La GF 185 : glycoprotéine 185.

- La P. 189 protéine de poids molaculaire 185 Kila Dalta

- La M.S.P.P : pratéine polymorphique de 1a surface du mérozoite.

- La M.S.A > antigéne de 1a surface du mérozoite.

L'intérét de cette nmteme 190 repuqa sur un certain nombre de
constats. 11 s'agit de
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- La localisation sur la surface du mérozoite et son réle comme protéine
binding erythrocyte RBP dans le processus d'invasion erythrocytaire
{49). :

= Une protection complete induite aux singes Aotus trivirgetus
griseimenbra (G1). :

- Un peptide synthétique de l'extrémité N terminal de 1a P. 185 constitue
un composant du vaccin® coktail " &labord par M. Pattaroyo 1837 (47).

Premier vaccin synthétigue antiforme sanguine asexude testé sur
humain, i1 induirait quelque degré de protection.

2YLa Pf 155:

Le géhe qui code pour cette pratéine a été clond. La protéine mantre deux
régions peptidigues immunodominantes & épitopes répétitifs. 11 ne semble pas
exister de variabilitd en fonction de souches plasmodiales de P. falciparum. Son
* intérat camme antigéne vaccinal résuite des constatations suivantes :

- L'action inhibitrice in vitro par les anticorps monoclonguy anti
PT. 155 de l'invasion erythrocytaire par la marozoite.

- Sa localisation sur la surface des erythrocytes infectés par les
farmes en anneau (ring farm).

Siddiqui W. A, et coll 1987 (61) mettent en évidence par des tests
d'immunisation sur singes Aatus que la Pf. 155 est faihlament immunogeéne.
D'autres travaux montrent que 1a Pf. 195 n'est pas reproductible par culture in
vitro des erythracytes. (Anonyme, TDR meating 1389) (2).

Tous ces facteurs posent de sérieux problemes pour V'glabaration d'un
vaccin avec l'antigene Pf. 155

Deux autres protéines de surface des erythrocytes se sont montrées trés
immunoganes quant & Vinduction de protection partielle chez le singe Aotus,
mals aussi chez les humains avec le vaccin multivalent sunthétique de M.
Patarrayo en Colombie {(47).

La Tocalisation exacte de ces protéines & la surface des srythrocytes n'est
pas totalement alucidée. '

- Une protaine de surface (PFEMP1) de l'erythrocyte infectéd a &té mis en
ewdenc_e par marquage et répérée par immunoprécipitstion {Anonygme TDR
meeating (1989) (2). Cette protéine candidate pour le vaccin semble jouer un réle
dans le phénoméne de cytoadhérence de 1'erythrocyte infectd. De récents travaux
(Anonyme TDR meeting 1989) (2) ont mis en évidence le rile protecteur des
anticorps anti PEMP1 chez des humains des zones d'endemicité paiustre.
Cependant le géne codant pour cette protéine n's pas encore &té cloné.



3) Le MAS 2: Antigéne de surface du mérozaité

Sa localigation 4 1a surface du mérozofte et Tinhibition in vitro de
V'invasion erythrocytaire par les anticorps monoclonaux antiMAS 2
montrent 'intérét immunologique de cette protéine candidate au
vaccin.

Mais, le polymarphisme abservé chez cette protaine en fonction des
differentes souches plasmodiales rend délicat 1'&laboration d'un
yaccin dans 1'immeadiat.

4) Les antigénes de Rhoptry des mérozoites ont &té étudiés comme
candidats au vaccin. Perking M. 1989 {43) montre le rile des
antigenes de rhoptry dans le processus d'invasion erythrocytaires.
L'action inhibitrice in vitro de l'invasion erythrocytaire des
anticorps nomoclonauy spécifigues a été demantrée (Anonyme TDR
meeting 1989) (2). Des tests d'immunisation avec les antigénes de
rhoptry sur 1e modele animal sont tras prometteurs.

Tous ces résultats cnntrlhuent § I'élaboration du vacein compose de
ces antiganes.

De ce chapitre, il ressort que, plusiaurs protaines sont
candidates pour 1'8laboration du vacein antiforme erythrocytaire
asexuée. Seujement un petit nombra d'entre elles sont
potentiellement prametteuses. L'espoir se fonde aulaurd hui surls
protéine 190 du Plasmadium falciparum.

Les techniques de biclagie moléculaire ont permis 3 Mackay et coll. (39
de faire e "mapping” des séquences du géne gqui code pour la protéine P. 190, |1
semble etabht gu'il existe actuellement un palymarphisma de la P 130, ce qui
traduit une variabilité de cette protdine en fonctien des dnferentes souches

locates de Plasmodium faleiparum.

Tanaba at coll '196? {62) montrent que cette variabilité est trds limitée
entre les souches plasmodiales. Ce qui permis de regrouper toutes les souches
plasmodiales en deux sérotypes : K1 au MAD 290

L'existence de ces deux sérotypes permet d'espérer & 1a mise au point d'un
vaccin composite couvrant toutes las souches plasmodiales.

A

43 Vaccins antigamémcgtes

Les travaux de Gwatz IQ“’ 6 sur le modate avigire (P ._gallingceum),
1978 sur le modale sitmien (P_Knowlesi) et ceux de Mendis sur 12 modéle des

rongeurs (P guen} revelent que limmunité antigamete pourrait réussir &
bloguer 13 tranqm]ssmn {71}

17
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La culture synchronisée in vitro du Plasmodium falcipsrum permet
une production importante des gamétocytes. Ceci a &t& une étape importante
- pour les recherches d'élaboration d'un vaccin bloquant 1a transmission.

Les antigines qui conférent 1'immunité sont localisés & la surface
des gamétes et zygotes,

Flusieurs protéines immunogeénes de Plasmodium { alciparum-ont &té
identifides. 11 s'agit :

- La Protéine 230 et 1e doublet 48/45 des gametes de P. fslciparum,
- La Pf. 25 dans les zygotes de P. Talciparum.
- Certaines protéines de P vivax.

Le géne codant pour 1a Pf. 29 a été clong, Meuwissen et coll. 1886
(in 71) montrent que les anticorps produits par les vertébrés immunisés
réagissent contre Tes gametes extracellulaires dans le moustigue. La sporogonie
dans 1'shoph&le serait interrampue. Ceci contribuera & rompre 1'un das maillons
de la chaine epidéminlogique du Paludisme.

Perrin LH 1981 {50) montre que limmunitd bloguant 1a
transmissian est en qrande partie medige par las anticarps. Harte et coil 1986
(in 71} démantrent sur le modale snimal xP yoelli_nigeriensisy, le role des T
lymphocytes dans Vinduction d'immunita bloquant 1a transmission.

Carter et coll en 1989 (89) mettent eh évidence sur la modéle
humain 1a restriction de 13 réponse immune 1ide aux génes du camplaxe majeur
d’histocompatibititd. 11 existe une varigbilité individuelle de ls réponse
immunitaire aux antigenes des zanes palustres haloendémigques.

Pour las essais vaccinauy, des résultsts promettaurs sont obfenus
sur le modele des rongeurs. L'immunité conférée bloguerait 1a transmission.

L'antigene cible est une protéine de 48 Kilo Dalton des gamétes de
P. falciparum., mais e géne cadant n'a pas &té clané et aucun essai vaccinal sur
homme et animaux n' s été effectud.

La revue de la littérature sur les vaccing anti plasmodium montre
que les recherches pour 1'laboration des vaccins contre le Paludisme ont fait
I'inconstestables progres.

Flusiaurs meécanismes immunitaires ont &té glucidas, en

I'occurence la madiation de T CD8+ lymphocytes dans 'immunité pmtettme
cantre les sparozoites.



Actuellement le vaccin antisporozoite est en cours de réévaluation.
Quant au vaccin bloguant 1& transmission, seul le géne codant pour la protéine
~ immunogéne P{. 25 de P. falciparum & été clond. Aucun essai waccinal
experimantal sur humain avec antigene n'a &té effectué.

Pour la mise au point d'un vaccin antipaludigue, IEmer est basé
sur Te vaccin antiforme erythrocytaire asexuée en cours d'élabaration. Ce vacein
a pour cible 1a pratéine polymarphique de surface du mérozolte (P 130).

L'élabaration dun  vaccin  passe obligatoirement par la
comprehension de 1a nature de la réponse immune protectrice naturelle en zone
d'endémie.

Tous ces résultats incitent & U'intensification st & 13 continuation
des recherches sur les * vaccing anti masmudiaux."

Nous arrivens & un hiveau de recherche ou tous les résultats de
lshoratoire doivent &tre testés sur le terrain.

Une fructueuse collgboration entre biologistes maoléculaires et
chercheurs sur te tarrain en zone d'endémie permettra d'attzindre les objectifs
da recharche sur la compréhension de l'immunité antiplasmodiale.

4. LA PROTEIRE MAJEURE DE LA SURFACE DU MERDZODITE (P 190)

o4 F Hiciarigue - Jeg dififrenis iravauy

La P.19Q, protéine précurseur des antigénes majeurs de la surface du
mérozaite est une glycoprotéine de poids maléculaire varisnt de 185 & 200 Kilo
Dalton en fonction des souches plasmadiales {Q.M.5, 1286} {43).

La fanction de cette proteine n'est pas encare connue bien que Perking M.E.
et Rocco Ld. en 1288 (48) suggérent son role comme RBP, participant au
processus de Vinvasion erythrocytaire par 1a mérozoite.

Elle est synthétisée durant la schizogonie intra arythrocytsire puis,
tr‘anbpurtee 3 13 surface du parasite intra cellulaire {O.M.S, 1938) {43). Plus tard
a la fin de cette schizogenie, su moment de I'dclatement de I'hématie, la
protéine semhle se morcéler en plusieurs fragments Rpes_mqueq de poids
mDIEL‘U]?H‘E\ variables. |1 s'agit des protéines de: 83 KD ; 42 KD ; 28 KD ; 30KD ;
19KD ; {43)

Holder at coll. 1984 (258} montrent que les Tragments de 83 KD, 42 KD, et
19 KD sont les principales protéines immunogénes de la surface du mérozoite.
Ceci suppose que beaucoup de protéines se perdent pendant le rejet des
mérozoites dans le sang. Ces mémes travaux mchquent que e fragment de 83 KD
est localisé 4 1a surface externe de 1a-P.190 du mérozaite et -que les fragments
de 42 et 1Q KD & la surface interne de celle-ci.



Le fragment de 83 KD représente 'extrémité N terminal de la protéine

tandis que les fragments 42 et 19 KD sont ceux de 1a partie C terminal.
La protéine P 190 porte diverses dénominations :

- La glycoprotéine 185 (GP 165) .

- Le PSA : antigéne polymorphique de surface.

- Le MSA : antigéne de surface du mérozoite.

- La MSPP : protéine polymorphique de 1a surface du mérozoite.

Les différents noms ont é16é choisis & 1a lumiére des travauy effectués par
Mc Bride et coll. 1985 (37). Les réactions immunologiques ont été effectuges en
utilisant 13 anticorps monoclonaux spécifiques de 1'sntigéne de schizonte de
P. falciparurn, avec 4 populastions clonées de la souche plasmodisle T 9
originaire de Thailande. Ces réactions ont montré 1'nétérogéneité structursle et
pondérale de 1'antigéne de schizonte de Plasmodium falciparurm. Les deux tesis
séro-immunologiques (immunofiurescence indirecte et immunoprécipitation)
conclurent au polymorphisme de cette protéine : présence de régions variables,
et de régions conservées.

Mackay et coll. 1985 (35) définissent 1a base génétique du palymarphisme
de 1a protéine de P. falciparum. Le " mapping" du géne codant pour la P.190 de la
souche plasmadiale Thailandaise, comparé & ceux de plusieurs sutres souches
montre gu'il existe des séguences de géne qui codent pour des régions
variables, conservées, et sémi-conservees {peu succeptibles auw variations
(voir figure n°3

Tanaheé Jdohn G. Scaife et coll en 1887 (62) ant effectud une étude
comparative de la séguence nucleotidique du géne codant pour la P190 de la
souche MAD 20 (Nouvelle Guinée Papouasi) avec celle d'autres P190 da sauches
plasmodislas divarsas: '

- Souche Wellcome (Afrigue de 1'Ouest) : Halder et call 1985

- Souche Camp {(Malaisie) : Weber et coll 19868

= Soucha Uganda Palo Alta {FUP} (Amérique du Sud) : Chang S at call 1987.
fn OMS 1988, -

- Souche K1 (Thailande) : Thaithong et Beale 1981,

Cette dtude au niveau nucléotide du géne montre gque les regions
varisbles de 1a P120 ne contiennent pas obligatoirement le tripeptide répétitif
(Sﬂerine‘— X - X) 11 existe des zones variables sans motif répdtitif apparent. La
meme etude montre que les zenes variables des diverses souches ne sont pas
largement polymarphiques, mais présentent plutdt une varisbilité limitée entre
les différentes souches plasmodiales. Ceci a permis de regrouper touies les
soucpes plasmodiales en deux types MAD 20 et Ki. Chague tupe étant
reprasantatif d'un groupe donné. i

T TR YR
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Chang S.P. et coll. in O.M.5. 1988 (45) regroupe les souches FUP, Camp et
MAD 20 dans le type MAD 20 et las souches K1 et Wellcome dans Te type K1.
Frih et coll. revélent en 1990 par 'analyse des séquences du géne codant pour la
P 190 de hombreuses souches 3 degré de variabilita:

- Des séquences du géne codant pour des régions fortement
conservaes ;

- De sequences du geéne codant pour des regions dimarphiques ;

- Des sdguences du géne codant pour des régions d'aming-acide
spécifiques de l'isolat {24).

£ F Npde de producition de I proléiae 18Q

La synthese de la P.190 est produite actuellement par deux mayens
1) Par synthese chi migue

2) Par génie génétique dans Escherichia coli par 13 technique d'ADN
recambinéa de MUllar et coll 1989 {42).

421 Principe de 13 synthése de 13 P13Q
par génie genétique.

g d

Far des ehzymes de restriction 1'ADN chromosonigue {gene) codant pour la
protéine 180 est isolé. Puis, le gene est introduit dsns une bactérie
Escherichia coli, su niveau de 1'élément génétique canstitud d'ADN autonome : 1e
Plasmide dantla réplication permet 1'obtention d'une guantité impartante de
protéine. Ce transfert nécessite un vecteur.

4.2.2 Mode opérateire pour la production de 1a P190Q nar génie génatigue.

L'ADN genomigque qui code pour la P190 des souches K1 et MAD 20 de
Plasmodium fslcipsrum a &t& coup® par des enzymes de restriction en des
séguences de gene codant pour 150 § 300 scides aminés.

Les fragments d'ADN du géne sont fusionnés & leur extrémitd 5 avec le
BAMH1 et & leur extrémité 3" avec le HIND 1.

Le BAMHT at le HIND 11 sont deux enzymes ayant leur site au sein du PUHE
32-1 un plasmide dans lequel ils sont insérés. Sous l'action d'un catalyseur, les
protéines insérées fusionndes au Chlaramphénical acetyl transtérase (C.AT)
paur la souche K1 et au dihydrofolate reductase déshydrogénase de souris
(D.HF.R) pour 1a souche MAD 20 se produisent.



Les protéines fusionnées de la P.190 pnt &té exprimées dans E.coli sous

I'induction d'une milli mole isopropyl Beta D. Thiogalactopyranoside & la
longueur d'onde de 600 nm durant 3 heures.

43 Inlérél immunclogigue de le F 190

Cohen et coll. 1979 in Tanabé et coll. 19687 (62) expliquent que las
mérozoites durant leur bref séjour dans le sang sont vuinérables & 1'atieque du
systame immunitaire de 'hate.

Parrin at coll. et Hall et coll 1984 (in O.M.S, 1988) (43) démantrent
par des tests d'immunisation sur les singes qu'il existe une immunité
protactrice madige par les anticorps avec 1a GP 195 native, purifige et couplée
avec l'adjuvant complet de Freund (CF.A). La protection est compléte si
I'immunisation et I'infestation s'effectuent avec la souche homaologue. Le degré
d'immunogénécité de la P 195 égquivaut & celui des mérozoites et schizontes
entiars.

Parrin Hl.et Hall 1984 (in O.M.S, 1988) (4? montrent gue les
anticarps. des singes immunisés avec te peptide de 83 KD da Vextramité N
terminal réagissant spacifiguament avec 1a P 190,

Siddigui et coll 1987 (&81) mentrent gue la P18 induit une
immunité protectrice sux singes Aotus trivirgatus griseimenbra immunisés
avec la souche homalogue.

Ces travaux constituent 1es donnges de hase da U'immunogénéacité de
la P190, supportae par la partie N terminal ; P.83 KD {28} et Vimportance de 13
specificita de souche pour induction d'immunité protectrice {(80)

L'intérét de la P 190 dans Vimmunolegie du Paludisme est trés
considérable. Un peptide synthatique de P'extrémité N terminal de 1a P130 est un
des compasants du vaccin multivalent synthétique alaboré par M. Paiar‘mqa a7
en Colombia (47 C & premier vaccin antifarme erythrocytaire asexuée tasté sur
homme est prometteur. 1 induirait une réponse humorale importante mais,
I'immunita protectrice induite est fartement contreversée.

Actuellement une technigue Elisa a &té mise au point par Kisus Frih
et coll. 1939 (22) Elle utilise la protéine recombinante P 100 pour le
sérodiagnostic du Patudismea aiqu de la primo infection §

Plasmadium facciparum.

Indresh K.S. et coll. 1989 (31) envisagent la mise su point d'une
technigue Elisa. L'antigene se campose en partie de 1a P1Q0 {partie conservée).
Cette technigue devrait servir pour les enquétes épidémiclogiques et le titre
d'anticorps servant d'indicateur malariamétrigue.
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5. /)/JETHODOLOGIE

57 Lliewy dFtude

Notre travail a &té effectué & Safo, une zone rurale située & 25 km
au Nord-Est de 1a Capitale (BAMAKD). Le village de Safo constitue un secteur de
développement de 1'Arrondissement de Kalabahcoro, cercle de Kati et constitue
le chef-lieu de secteur de base de 18 villagas (voir carte).

- Histarigue :

Le village de Safo est issu de 1'extension du Royaume Bambara de Ségou.
Originaires de Safe : Arrondissement de Quéléssébougou gu'ils ont di quitter
pour des raisons de survie, que fut créer Safo il y a sujourdhui environ 2
siacles. Le premier site cammunautaire fut Dontan, situg § 2 km du site actuel,
Les Coulibaly sont les premiers fondateurs suivis pat les Traoré ou nonkas.

- Biogéographis

La village de Safa est situd sur les prolongements du plateau manding. [l
est Himité par le village de Somabougou & 1'Est, su Nord-Est par Tassa, au Nord
par Torodo ; 3 1'Quast par Te village fokoro et au Sud par Falaya.

Est de censtitution mauble et renfermant des gravillansferruginaux. Cec
contribue besucoup a la formation de veritables gites larvaires de Culicidae
durant 1a saison pluvieuse (59),

- L& vagetation:
Est de type savane arborée avec un tapis herbacd. Mais, 'exploitation
gbusive des coupes de bais, 1'81évage intensif des caprins, mulets, volsilles et
oving degradent cette végétation qui est en voie de désertification.

- La faunhe :

Jadis riche sa limite sujourdhui & quelques pardrix, pintades ssuvages at
ligyras, '

- Le climat ;

Est de type soudanien. 11 est caractérisé par une alternsnce de deux
saisans. :

23.



-, La saison séche : Fraiche de Novembre & Janvier avec une
temparature minimum au mais de Janvier {Voir Tableau n°1).
Séche : de Février & Mai avec une température maximum observée

gu mois de Mai (V¥oir Tableau n®1).

- Réseau hydrographique :

Le village de Safo est arrosé par trois cours d'eau non permanents
qui sont grossis pendant 1a saison pluvieuse par les asuy de
ruissellement des collines.

.Le trdno : qui prend sa source sur 1e Dienfa Koulou s'étire sur
3 km entre Safo et Falaya. '

. Le Niamadoko : Tong de 4 km, il se dirige vers Moribabougou.

. N'Golonogoni : Cours d'eau temporaire coulant d'Ouest-Est et est
situ@ qu Nord du village.

- Antéceédents d'atude :

Depuis 1389, le village de Safo est en etroite collsboration avec le
DEAP. |1a&télelieu détude de beauccup de travaus.

. Test de 1a phase H1.h. de I'efficacité du chlarhydrate d'halofantrine
en 2 prises journaliares {18).

. Le contrdle de 'efficacité schizonticide du chlarhydrate
d'hatafantrine par rappart d uh groupe témain recevant de ls
chlaroquine (17).

- .Le contrile de I'efficacité gamétocytocide et la talérance du
chiarhydrate d'halofantrine {14).

- Infrastructures :

Le village de Safo dispose comme :

a) Infrastructure scolaire : Une écale fondamentale de & classes
créde depuis 198Q. Trois enseighants par un systeme
d'enseignement & double vacation dirigent ces classes de 173
eléves. L'3ge de scolarisation se situe entre 7 & & ans. Le taux de
scolarisation est de 208. L'acole de Safo constitue 1'école du
sectaur de base des 18 villages.




A noter que paralleélement sont dirigés par un éutochtnne du uillage des -
cours d'alphabétisation en langue Bambara. 14% de la population masculine agee
de 14 - 20 ans est alphabétisée.

b) Infrastructures sanitaires : Le village de Safo est doté :

. D'un Centre de Santé (Dispensaire) crée le ler Janvier 1967.

i1 constitue le chef poste médical des 18 villages environnants.
Le Centre est dirigé par un Infirmier du premier cycle assisté
d'un Aide-zoignant.

. D'une Maternité créée en 1977 constitue le chef pnste'
medical des 18 villages. Depuis sa création, elle e':t dirigée
psr une matrine.

- Situation sanitaire :

Aprés verification du cahier de consultation du responsahla du
Centre de Santé . 11 s’avére que les pathaologies les plus
rancantraes sont :

. Le Pgludisme
g Schistosomiase urinaire
. La Dracunculose
. L'Onchoacercase
. Les Epilepsies {7 cas declarés)
. La Lépre (58 cas déclarés).

U’J

- Stock et Mode d'usage courant des médicaments gntipaludigues :

Actuellement 3§ Safo, i1 y 8  trois points de vente de produits
antipaludigues. 1 s'agit:

1. Du depdt ou pharmacie villageoise créée an 1984 & I'initistive du D.EAP.
11 ast géré par un autochtone du village. Son ravitaillement s'effectue &
la pharmacie de Banconi situg & 15 km du village suivant un bon de
commanda etabli par e responsable du Dispensaire. Son bon de commande
en produits antipaludiques est dressé suivant un schéma identique durant
toute 1'annae.

. 10 ampoulas de quinimax injectable 0,40 vendu § 150 F.CFA 'ampoule.
. 10 ampoules de quinimax injectable 0,20 vendu & 120 F.CFA Vampoule.

. 100 comprimés de r:hloraqumﬂ qu'il vend 4 10 F.CFA 1e comprimé et
23 F.LFA les deuy, comprimeés.
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B2 Péricde délude -

Notra &tude s'est déroulde du mois de Juillet 1988 au mois de Mai
1989 dans le village de Safo suivant e calendmer:

- 34 - 30 Juillet 1988
- 24 - 3Q Novembra 1988
- 33 - 26 Mai 1939,

3.3 Efchkeplilienssge .

- Aprés sensibilisation de la populatian, le rasponsable du poste
médical de Safo et nous avons debattu avec les chefs de famille das problemes
liés au Paludisme au cours d'uhe réunion . Nous avons exposé les modalités
pratiques du protacele, ses avantages (traitement du paludisme, suivi médical,
prise en charge méme en cas d'hospitalisation & Bamako) et les mtmwements
{piglre digitale et prélévement au pli du coude).

27 Temillas de 298 individus ont adhéré valantair‘ement au
praotacole d'étude.

En Tonction des besoins de nos collaborateurs d'Haidelberg et notre
abjectit principal : évaluation des anticorps anti P18Q, nous avens choisi 97
unités statistiques suivant une technigue d'echantillonnage raisonnee.

Seuls ont &té exclus les enfants §gés de moins de 2 ens et les
femmes enceintas

S Varishles masurfses

Sur chague unité statistique ont 2té mesurées :

- Variables socio-démographigues :

1. L'adge: Le caiendrier traditionnel et histarique ant servide
repare pour la détermination précise de 1'§ge de chague unité
statistique {(Vair annexe).

P

La Sexe:

M

Le Numéro d'Identification : |1 s'exprime en quatre chifires,
les deux premiers chiffres représantant le numéro de 13
Tamille et les deux derniers celui de 'unité statistique.
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- ¥Yariable clinigue :

Appréciation et stade de la rate suivant Ta classification de
Hackett {in Thésa KOITA 0.) (33).

= Variable biolagigue :

. L& parasitémie
. Le stade parasitaire
. L'espéce plasmaodiale.

- Varishles saro-immunalagiques :

Les anticorps anti P19Q par deux technigues complémentaires 1'Elisa
{Enzyme Linked Immunasorbent Assay) et le Western Blot.

55 Fechoigues de Recherche -

55.1 Tupas d'engquéte :

Les enguétes parasitolagiques, immunalogiques et cliniques ont &té

menées longitidunalement en 3 passages transverssux en fonction des
fluctuations saisonnidres da tranamiasion.

Le premisr passage & eu lieu an Jduillet 1288 (durant la saison des pluies).
Le deuxigmea passa ge au mois de Novembre 1983 (début saison séche). Le
troisiame passage & au lieu en Mai 1989 {début saison des pluias)

L'enquete entomologique s'est déroulée en un seul passage au mois
d'Octobre 1988 {pariade d'intense transmission).

5.5.2 Support des donnees :

A chague passage, les varighles mesurges sut chague unité stalistique
~ etaient enregistréas dans un cahier.

9.3.3 Description des technigues effectuges :

Nous avons personnellement réalisé au Lsboratoire dEmdemmlome des
Affections Parasitaires (DEAPR):

- La coloration des lames de gouties épaisses confectionnées sur le
terrsin.

- Les dosages des anticorps anti P190 & I'Elisa.



- La détermination de 1'antigéne sporozoite dans la portion téte-thorax des

moustiques a 'Elisa.

~ La culture plasmodiale de P. falciparum sous cloche

- La caractérisation du <érotype de la souche locale - 4
Vimmunofiuorescence directe (LF.D.). '

- L'évaluation qualitative des anticorps anti P190 au Western Blot.
Les captures de moustiques par spray cath (spray insecticide) et sur
appét humain ont ét& effectuées sur le terrain, de méme que I'évaluation de
I'indice splénique.
5353.1 La Goutte &paisse :

Pour 1'enguéte parasitolegigue, nous avons canfectionné sur chague unité
statistigue du protocole une goutie épaisse.

- Confection de 1s goutte 8paisse

. Matariel ;

Alcool § 9Q°

Catan

Lames dégraisséas § I'acide chlorhydrigue dilué su
1710, avec I'alconl Ethyligue. '
Vacoinostyles stériles

Beites OM.S.

Bacs da coloration pour 100 lames _
Eprouvettes gradudes en polyéthylene de 100 ce,
aQQ ce et 1 litre.

Colorant Giemsa marque (Diagnastica Merck)

Une minuterie

Ratelier

Papier pH (Indicateurs de pH 5-10 Merck)

Huile d'immersiaon
Camprimes tampans (Buffer Tabletten pH 7,2 merck) : | comprimeé
pour 1 litre d'eau distillée.

Pipetties

Crayon & mine diamant.



. Prélévement :

Le troisieme doigt de la main la moins kératinisée, préalablement
aseptisée avec l'slcool est ponctionnd & 1'aide d'uh vaccinnostyle stérile. Avec
du coton ssc, la premiere goutte de sang est ecart@e, une seconde plus
volumineuse {20 micralitres) est déposée au beau milieu de la lame degraisseée
portant le numéro d'identification de V'unité statistique. Avec e bord anguleux
d'une seconda lame, la goutte de sang est uniformément &talée en une zone
circulaire de 1 cm,S de diamatre jusqu'a 1a défibrinisation mécanique totale.

Les lamas sont ensuite placeées § seécher § V'abri des mouches et de 1s
poussigre dans 1a holte OMS. :

. Caloration :

Les lames de goutte épaisse ont &té colordes au giemsa 38 pendant 45
minutes : technigue de coloration adoptée par notre Laborstoire (DEAP.).

FPour un litre de solution de Giemss 8 38 ;

- 3Q ¢¢ de Qiemsa
- Q7Q oo d'eau tamponnde § pH 7,2,

Catte solution assursnt une déshémoglobinasation {otale de 1a goutte de
sang avant la coloration des &léments parasitaires.

1) Déposer 1es lames dans le hac de colaration dos contre ventre pour

aviter toute aventuelle contaminatian.
2) Verser soigheusement la solution de Giemsa 38 jusqu's immersion
complete des lames. Attendre 45 minutas. '

3} Rincer soigneusement 1as lames § 'eau tamponnée et déposer les lames
sur la Ratelier pour le séchage 3 1la température du Laborstoire & 1'abri
des moucheset de 1a poussiare.

4) Emballer les lames séchées par graupe de 30 dans du papier blanc . et
scotcher le paquet d'emballage avant lecturs.

- Lectura:

‘Les.lames colotrées sont lues au microscope optique avec I'objectif 100 &
immersion. La Qat“amtemle ast avaluée suivant la méthode leucocytaire
quantitative sur qnutte gpaisse : La lecture microscopique s'effectue sur 300

leucocytes, puis le résultst est rapporté & 7.500 leucocytes cunmderees comme
18 leuccacytose mayenne {OM.S.)
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5.5.3.2 Evaluation de l'indice splénigue chez ies enfants
f8gésde 2 - 9 ans

L'hypertrophie de 1a rate est appréciée par la palpation. Elle est classee
en cing .stades selon HacKett {in 33). L'enfant est couché en position de
décuhitus dorssale.

.Bate 0: Rate narmale non palpable méme en inspiratian
profonde.

.Rate 1@ Rate palpable seulement Tars d'une inspiration
. profonde au tout au moins plus accusée que harmale.

" ".Rate 2 : Rate palpable sur la lighe mammelennaire gauche en
inspiration normale, mais ne dépassant pas
une lighe harizontale,

.Rate 3 : Rate descendant gu dessous de cette ligne, mais ne
dépassant pas une ligne harizantale.

.Rate 4 : Rate descendant au dessaus de 1'ambilic, mais ne
dépassant pas une ligne passant @ egale distance entre
T'ombilic et 1a symphyse pubianne.

.Rate 5: Rate descendant su-deld de 1a limita précadante.

2.9.3.3 Ls Culture continue QE P. falciparum in vitro:

, La culture continue dont Te but principal est Vobiention des schizontes
pour la caractérisation du sérotype se base sur 1a description de Trager et
Jensen 1976 (32,
- Préléverrent

Sur le terrain, 10 cc-de sang etait préléve sur chague unite statistique. le
sang est récuperg dans un tube vaccutainer héparina.

- Matériel et Réactifs :

. Hotte 3 flux taminaire

. Tube vaccutainar héparing

. Alguilles stariles

. Tubes falcon 1S ce

. Tubes falcon 30 ce

. Pipeties sterilesde 53 10 ¢c
. Micropipettes et emboues
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. Petites boites de pétri stérile ou disques
. Lames bien dégraissées
. Lampe & flamme
.Crayons diamants
. Porigirs
. Incubateur (37°)
. Alcool 4 70°
. Colorant Giemsa
. Solution PBS : Phosphate Buffer Saline a pH: 7,2
.Milisux de culture : RPMI 1640 + 108 serum AB+
. RPMI 1640 : - Solution de lavage
. Acgtone
. Varres § pieds
. Cloche & bougies
. Papier hygénigue
. Boite de collection
. Bougies, allumeties
. Lames IF] {8 & & plots)
. Faire.

- Mode Opératoire :

H.B. : 1)Lsculture du sang s'effectus 12 jour méme du prélévement
2} Una parasitémie de 0,18 soit 5 000 hématias parasitias sur
frotiis par des trophozoites est une condition necessaire
pour entamer 1a culiure.

Au L sbaratoire .

1. Prélever 2 cc de sang hépariné hien hamogéneisé, et déposer
avec 9 ¢c de RPMI dans un tube falcan. :

2. Agiter et centrifuger a 1.500 tours pendant 10 mn.

3. Rejetler le surnageant

Remargue : Aprés centrifugation on obtient 1 cc de culot qui sera
repris avec 9 cc de RPMI 108 serum AB+ pour abtenir
108 d*hemataocrit.

4. Ajouter 9 cc de RPMI 108 serum AB+ au 1 cc de culot.

9. Bien mélanger et déposer 4 cc du mélange dans la boite de petri.

8. Ranger la boite de pétri dans la cloche & bougie en anaerobiose
(allumer la bougie qui se consume en 1 - 2 minutes due au CO2).



7. Incuber a 37° durant 24 heures
8. . Contrfler le stade parasitaire.

condltwrw de stérilité doivent étre réunies Dd!'f'

. Travailier sous hotte & flux laminaire

. Manipuler 3 proximité de 1a flamme & alcool

. Porter une bavette pour éviter toutes contaminations extérieures.
. Ne jamais toucher du bout des doigts les pipettes.

. Se munir toujours d'une poire pour prélever avec las pipettas.

- Contrile de ?'a Culture :

Les boites de petri sont enlevées sous la clache. prés de la Tlamme. A
'aide d'une pipette munie de 1a poire, tout e surnageant est rejetié Puis le
culet est repris et hien homogeneisé avec S cc de RPMI 108 serum AB+, et on
verse Q,5 oc du liguide homogéna dans une aliguot eppendal marguée au
préalable du numara de I'individu. Aprés centrifugation a 1.50Q tours/pendant 10
minutes de 1"aliguat eppendrat 20 Microlitres du culot  sont  recupérés  pour
confectionner un frottis:

. Contection du frottis

3 l'une des extrémités de la lame porte objet propre et
dégraiss g uns goutte de sang prélevée 3 V'aide d'une pipettes Pssteur de
ensich de globules rouges bien homogeneiséa

- Etaler la goutle par un mouvement regulier et rapide vers Vextrémite
libre de 1a lame porte objet § 'side d'une sutre lame inclinge § 45° au
contact de la goutte.

- Laisser sidcher la lame & Vabri des mouches & la température du
Laborataire.

- Fixer les lames séchees avec du méthanol. Puis las lames sont colorées
comme les lames de gouttes épaisses (Voir 3531}

. Lecture des Lames de frottis et résultats :

La lecture g'effactue avec l'cbjectif 100 & I'immarsion pour spprécier le
stade parasitaire. Si, les trophozoltes sont devenus des schizontas, la culture
est stoppée. Dans le cas contraire 1a boite de petm est remise sous clache pour
un houveau contrile la lendemain 24 heures aprés.

33.
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5.5.3.4 Immunofluorescence directe L.LF.D :

La technigue [F.D. permet de caractériser la sérotype de la souche
plasmodiale locale 3 1'aide danticorps mohoclanauy :

1} Les anticorps moneclonaur 7,5 - 9,8 - 12,8 specifiques. des zohes
consarvaes.

-

~ 2) Les anticorps monaclohaus 6,1- 7,3 - 7,6 spécifiques des zones variges
du type K1.

s 2

du type MAD 20

- Préparation des lames :

1. Centrifuger @ 1.500 tours / 10 minutes e milieu de culture renfermant
les schizontes dans les tubes falcon.

2. Rejettar 1= surhsgeant, puis ajouter 10 co de PBS.
3. Centrifuger  1.500 tours/ 10 minutes.

4. Rejetter ia surnageant.

S. Reprendra 100 microlitres du culot erythrocytaire svec 100 co PAS.
pour abtenir une solution d'hématocrite § 18

N.B. : Ceci permet une meilleure visualisatian des schizontes.
6. Bien ajouter le melange at dépaéer:
- 23 Micralitras du melange dans chaque plot pour les Tamas & 6 plots.
- - 2Q Microlitres du melange a chaque plot pour 1es lames & § plots.

M.B. : Les numéros d'identification de V'unité statistique est écrit sur la
- lame 3 V'aide du crayon diamant.

7. Laisser sacher les lames 4§ 1a température ambiante du laboratoire &
1"abri des mouches et de la poussiara.

8. Fixer ensuite les lames & 'acétone pendant 1 minute.
9. Envelapper les lames séchées dans du papier aluminium suivant

le modele decrit : 1 tour de papier d'aluminium sur 1a premidre
lame, puis deposer la seconde lame et ainsi de suite.
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10. Ecrire 1e numéro de T'unité statistique sur 1a lame emballée, ainsi que
la date. Ensuite les lames sont mises & conserver au congélateur 4 1s

température de (- 20°) dans des bouteilles en verre transparent
contenant du Silicagel.

- Etape d'immunhafiuctescence ditrecte :

Les lames de culture sdchées et fixées & I'acétone ont &té testéesen paire
avec las 9 anticorps monoclonaux suivant la technique LF.D. déorite par Mec
Bride et coll. 1285. (38).

‘Résyltat ; La lecture des lames se fait au microscape § fluorescance,

Les 1smes positives mentrent une fluorescence verte au sein des noysux
de schizontes.

5535 Elisa & la phasphatase alcaline :

Pour 1'evaluation quantitative du taug danticorps anti P.190, nous avons
dosé la tauw d'anticorps anti P19Q dans le serum de chague unitd statistique
prélave lars des trois passages respectifs.

- Beactifs :

. Antigenes : HM& et HM7 : fragments recombines de 1a protéine 180
sérotype MAD 2Q.

Ay

Les Anti-immunoglobutines humaines can jugués g 1a-phosphatase
glcalina.

.Le costing Buffer: 0,1 M NaHCO3 -- 8,4g/litre d'eau distillde,

. Le blocking Buffer (1 litre) :

0,1 M NaHCD3 -- 8,4gflitre d'sau
gistillae.
1% Serum Albumine Bovine (B.S.A) -- 10g
0,1% de NalZ2. -- g
. Phosphaie Buffer Saline (P.B.S. 1 litre) .

1,41 HalL -- B

KCL - -~ 0,29

1,5 milliM KH2P04 - 0,29

g0 milliMHa2HPO4 ; 2H20 -- 1,429



Tampon Buffer {1 litre).: 1 Volume PBS 10 cc
10

Q Volume ED

0

—

0,38 Tween 20

. Diluant Anticorps {(1litre). : 1 Volume 10 xPBS
10

9 Volume ER
Q

\
e

IS BSA.

18 Twean 20
0,18 NaNg
MgCL2

s . Tarnpon Digthanclamine (S00 ml)
- Eau distilige

Diéthanolamine a10%

0,25 milliM MgCL2 & pH 9,8.

-~ 100 mi
-- Qa7 ml

- I mi.

-- 100 m1 PBS
-- 830 ml

-~ 10g
-- 18 ml
- 1g

-— IMMGCLZ 1 20,3g

-~ 400 i
-~ 45ml.

-~ 25mgon 110
microlitre de MgCL2M.

H.B. Pourajusierle pH de 13 solution de 0,25 MilliM MgCLZ, on additionne 30 4

45 ml d'une soluiion HCL 4 25%.

- Matériel de manipulation technique :

. Tubes secs vaccutainer (Becton Dickinson)

. Aiguilles stériles
. Coton
. &lcool 4 907
. Garrot
. Centrifugeuse
N ' . Aliquots eppendorf

. Pipeties : - micropipetie unique Eppendorf

- multichannel - Titeriek

. Balance : pour 1es pesées (Sartorius)
. Papier buvard

. Matériel de lavage : Pompe, NUNC Immunc Washing

36,



. Agitateur électrique.
. Chambres humides
. Chronormétre

. Plaques de microtitration en palystyldne avec 96 puits de

marque NUNC.
. Lecteur de plague Titertek Multiskan R plus.

- Le Prélévament ;

Nous avons effectué sur chague unité statistique une
ponction veineuse au pli de coud Le sang veineux est recueilli dans le tube sec
vaccutainer portant te numéro d'identification de U'individu et celui du passage.
Au Laboratoire, 12 serum récupéré aprés centrifugation & 1.500 tours/10
minutes était réparti comme suite : ' '

. 200 Microlitres dans 1'ali guot eppendort pour e test du
Weastern Blot.

. 200 Microlitres dans 1'aliquot appendorf pour 1'Elisa.
. 300 Microlitres dans 1'aliquot eppendart & congeler.

. Le reste du serum est conservé dans des tubes en plastique
au congélateur,

N.B. : Tous les tubes contiennent au préalable 20 Microlitras de sodium azide
(NaN2). Un bactéricide permettant d'éviter toute contamination de serum.

- Mode Opérataire

1) Diluer I'antigéne (HMG, HM7) respectivement au 1 et 1 avec le coating
Buffer. o 25  10Q

2) Sensibiliser les plaques en déposant S0 Microlitres de 'antigéne dilué dans
chaque puits. Laisser incuber pendant une nuit a la température du Laboratoire.

37

3) Ajouter au contenu de chague puits 130 Microlitres da la salution de Bldcking

Buffer. Laisser incuber pendant une nuit @ la température du laharatoire.
4) Laver 5 fois avec la solution de Washing Buffer.

S) Déposer dans chague puits S0 Microlitres de serum dilud au _1_ avec le
diluant anticorps, en reservant las 250
premiéres colonnes pour le blanc {30 Microlitres de diluant tampon). Laisser

incuber durant 2 heures.

6) Laver 5 fois en deux temps les plaques avec la solution de wWashing Buffer.

7) Mettre dans chague puits S0 Microlitres du second anticorps dilug au _1_avec.

le diluant pour anticorps. Laisser incuber pendant 1 heure. 7.5900
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B8) Laver soigneusement avec 1a solution de lavage 5 fois en deux temps.

9) Mettre dans chagque puits 50 Microlitres de substrat revélateur : artho nitro
nhehul phosphata dilué dans 1a solution de dwthanalamn‘e § 13 concentration
1 mgéml.

10} Lire 13 minutes apres dans un spectrophotométre  la mnquem d'ande de
4Q5 nm.

La contrdlie positif : serum d'individu malade de Paludisme.

Le contrdle negatif : serum d'individu qui a fait d'autres infactians autre
que la Paludisme.

- Résultats :

Ls r‘éacizaa pasitive se caractérise par une coloration rouge orangés. Le
serum da chague unitdé statistique &tait testé an paire. Toute moyenna de DO
suparieur § 0,1 atait considérée camma test positif.

535.3.6 Le Western Blot:

Test séro-immunologigue permettant T'evaluation gualitative de la
réponse humorale aux différentes protéines recombinanies des deux souches
MAD 20 et K1,

- Réactifs:
Le diluant anticorps et blocking Buffer: TBST. I8 BSA
Le Washing Buffer : TBST. -~ 150 miiliM NaCL
‘ --  1OomilliM Tris-HCL pH 8
-~ 0,088 Tween 20
-- 0,18 NaN2.

Solution de stappage : - 20 milliM Tris-HCL pH 8.
' --  SmiliMEDTA.

Solution du substret révélateur :

.. Eau distillee --90¢cc
. Phosphatase alcaline -~ 10 cc
. Hitrobromotetrazoline ~~ 660 ml {diluée dans Te BMS0)

. Bromocihlorolndolphosphate —- 330 mil (diluée dans DMSOY,
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- Matériel :

. Les plateaux rectangulaires avec couvercles en plastique
gur. - -

. Agitateur &lectrigue

. Pinces porte filtre

. Gants peur les mains.

- Prélévement du serum : (Voir technigue Elisa 3.5.3.5.).

- Mode Opérstoire :

1. Dépaser dans chaque boite une hande de nitrocellutose sur laguelis sont
transférés les différents fragments de protéines fusiohnees,
N.B. : Prendra soin de marguer le numéra du serum et une croix sur les bandes
pour répérar le sens de migration des protéines.

2. Humiditisr avee 1e TBAS.T. (tampon de lavage) pendant une dizaina de
minutes las handes de nitrocellulose.

3. Vereer la solution de lavage ;

4. Bloquer svec 20 cc de T.BS.T. IS B.S.A tous las sites de 11aison des
protéines sspecifigues sur la bande de nitrocellulase pendant 2 haures.

3. R&cupéraz 10 cc de 1a solution de tampan bloguant et ajoutar 10cc de
serum ditud au préalable au 1/50 avec TRS.T. 18 B.S.A. ce qui donne
uhe solution finale au 15100 du serum ;

Latsser incuber pendant 2 heures sous agitstion.

6. Récupérez ensuite 13 solution du serum et Taver:

- 2 Tois avec le TB.ST. sans agitation. .
- 3 Tois sous agitation toutes les 10 minutas soit 5S¢ minutes
le temps de lavage.

7. Mettre 20 cc de 1a solution du second anticorps (anticorps de Chévre
antihumain} dilude su 1/7.500 avec 1e T.BST. 1§ B.5.A. dans chague
boite.

Laisser incuber sous agitation pendant 1 heure.
8. Récupérer 1a solution et laver :

- 2 fois sans egiter
- 3 fois sous agitation toutes les 10 minutes
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9. Ajouter 5 cc de 1a solution du substrat révélateur. Agiter et rincer les
bandes & 'eau distillée.

10. Stopper 1a réaction avec V'ED.T.A.. Puis rmrerlpf bandes 4 1241
distillee.

11. Sécher 1es bandes ; puis interpréter.

H.B. : Pour éviter les réactions croissées avec les fragments d’Escherichia coli.

11 est nécessaire de procéder au préalable 4 une réduction du back ground.
1) Agiter pendant une nuit les filtres de E.coli immergés dans le serum
diluéay 1 avec1e TBST. 12 BS.A.
50

2) Renauveier 1a méme &tape 1a nuit suivante mais en changeant de filtre.
Ainsi la serum est prat pour le test {Westarn Blotl.

Remargue : Le manipulateur doit porter des gants.

9.9.3.7 L'Elisa a la peroxydase pour 1a recherche d'antigéne
sporozoite dans 1a moustique.

- Matériel ot Réactifs:

. Plagues dures 3 fond conique de microtitration en polystyrene de marque
Greimer : pour 1'écrasement de 1a portion téte-thoray du moustigue.

. Plague Texible 3 fond conigue margue Titerteck pour 1'essai.

. Blacking Buffer : P.B.S. + 0,28 de caseine de lait.
+ Q028 de NaN2

: { Q,Q023\T de leupeptine
. Tampon de Brogage : PBS. +  { Q,00258 d'antipain
{ 170 Ul d'apratinin
{ 0,058 da Nonidet 40
{ 0,028 da NaN2.
. ¥ashing Buffer :P.B.S. + 0,05% de Tween 20
. &nti corpé monoclonal 2410,

- Anticorps monoclonal 2A10. conjugué & 1a perozydase.
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. Serum humain

Solution de substrat : ABT.S. (solution A - solution 8)

. Parafilm

. Lecteur de plaque Elisa : Titarteck Multiskan R+

- Mode Qpérstoire

I

s

!’_I‘l

-

o

WO

maonhaclanal. Laver les plaques 4 fais avec ie Washing

Bloguer les plagues dures avec la salutian de blacking Buffer.
Déposer les partions téte-thoray individuelles dans chague
puits en laissant la premiere colonne vide:

Ajouter & chague puits 30 mierolitres du tampan de broyage.
Congéler et décangeler une fais les plagues.

Laver une nouvelle plague flexible avec du F.B.S. Puis mettre
dsns chague puits 30 microlitres ' antu.m‘gs monoecional hon
conjugué 9 la concentration de 10 microgrammes/mi dans le
P.B.S. + 0,028 de NaN2. Incuber pendant une nuit @ la
température du Isboratoire.

ngelation, puis

Ecraser les pm tions tate-thorax aprés décon
iutian da

gjouter 120 microlitres par puits de la sa
8lacking Butfar,

Aspirer les plagues sensibilisées 1a solution d'snticorps
Buffer.

o~

Fuis bloguer les plagues avec le Blocking Buffer.

Mettre 40 Microlitres de Vextrait de moustique dans les
plagques sensibilisées a 'anticorps monocional. Les tests sont
aiTectuds en paire. Laisser incuber pandant 90 minutes & 18
temnérmure du labaratoire.

-Aspirer dEH plagues textrait des moustiques at lax'er 4 fois

avec le Washing Buffer.

Metire dans chague puits 40 Microlitres de second anticorps
monoclonal 2A10 marqué & 1a peroxydesa & 1a concentration
de 1 microgramme/mt dans la solution du Washing Buffar +
10X du serum humain.

- Laisser incuber pendant 1 heura § 1a tempdrature

du labaratoire.
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10. Laver 6 fois avec le Washing Buffer.

5 ' -~ 11, Metire dans chague puits 100 Micraolitres de 1a solution du
substrat ABT.S. . melange dquimolaire de 1a solution & et
solution B.ou 1a salution de QRP.D.: orthophenglene diamine

4 dum 12 methanal.

incuber Tas plaques 3 'obhscurité.

30 minutes apras stopper 1a réaction avec H2S04 3N si le
substrat révelateur est 1'OR.D . Faire la lecture 3 1a langueur
d'onde de 492 nm. si 1@ substrat ast 'ABT.S. la réactian n'est
nes stoppée st 1a lacture s'effectue & 403 nm.

12, La premiere colonne ayant servi de contrdle : las & premiers
puits pour le contrile nagatif, ot les deus derniers pour le
contrdle positif.

- Interprétation des Résultats :

La premiere colonne contient le contrile négetif (& puits}ettle
contrdle pasitif {2 puits). Ces derniers sont colords en vert,

La sauil de positivita est déterming par 1a formule
S.P. = Moyenne des négatifs X 2.

TDUtE‘H Tes D.0.infarieuras au sauil de positivit t4 sont considérées
comme hagatives.

2.5.3.8 Techpigques entomologiques de capiure :

Deux techniques de capture ant &té utilisées :
1} Les Lsat\is‘é*% nacturnes sur appats humains. Elles seffemuant sur
I'Homme 8 Vintérieur et § lextérieur des habitations & V'side d'un
aspirateur & bouche du type Coluzzi-Petrarca.

2) Les captures diurnes ou spray-catch. Elles s'effectuent dans les
habitations, spras aspersion d'ingecticide.

3 - Capture sur sppats humains :

Les sances de Laptur‘e se daroulaient de 18 heures du sair § 6 haures dy
matin avec un captureur & l'intérieuret unga ' extérieur de la case.
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Le captureur s'assoit sur un tabourst,-jambes nues, mum d'un lot de .
gobelet, d'un aspirateur et d une torche.

Le moustigue piqueur, répare sous lec!awage indirect de la torche est
capturé d 1'side de 1aqmr‘ateur Les gobelets dans lesquels sont tan%:‘\'es les

moustiques sant ramassés toutes les deux heures.

Les moustigues recoltés sant gorgés aprés sur des poulets et conservés jusqu'au
lendemain & 16 heures dans un endroit humide et obscur. lls sont ensuite
conditionnas pour les travaux ultérieurs du tsbaratoire.

Ces captures ant pour but d'évaluer :

- Les espéces anophaliennas anthropaphiles ;

- Le rythme d'agréssivita selon 1a péricde de la nuit et la
lieu ;

- Le nambre de piglres raguas par hamme et par nuit ;

- Les proportions des taxa du complexe A nng héles gamma

- L'indice sporozoita.

- Capturss diurnes ou Spray Cateh : ou capture apres
gspersion d'insecticide :

Eiles ont &té effectudes & 1'side de bombe insecticide Timar : qui est un
pyrethrenoida de synthase. 83 composition est 1a suivanta:
. Deltamethrine -- 0,1028
Eshiothrine -- 2,0088%
. Piparony! butoxide -- 9,888
. Butana --  H28ao.

- Les séances se déroulaient de 15 heures & 16 heures 30. Elles
congistent & hien ranger l'intéarieur des cases. Puis un drap blanc
recouvirant toute la surface du sol est étslé. Les trous d'sération et
toutes gutres issues sont bouchés. La chambre est ansuite pulvérisée

avec la Timar.

Aprés 10 minutes, les moustiques inanimés sant remassés en prenant soin
de les classer par aspece et par stade de réplétion.

.é,pras récolie, las espéces d'A. gambiae s.1. sémi-gravides sant
découpées en 2 2 partias.

La partie shdomen servira pour les &tudes cytotaxonomiques.

- La portion  téte-thorsx pour daterminer lindice d'sntigéne
sporozoite au test Elisa.
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Ces captures ont pour but d'évaluer :

N

. Le nombre de moustique par case

- ' . La composition de 1a faune anaphﬁhenne en fonction de 1'état
physiclogigue.

. Le hombre de moustique par dormeur et par case.

. La composition des Taxa du complexe d'A. gambise sl

. L'indice d'antigene sporozoite.

556 Persannel dFrguéie

- Pour 1'enquéte parasitologique immunologique et clinique, I'equipe
de terrsin était composée de :

. 1 Biologiste moléculaire
A ‘ . 1 Médecin paludologue
. 1 Pharmacien assistant en parasitologie
. Thésards
. 1 chauffeur.

Linfirmier et I'aide-soignant du Centre médical du village de Safo
se joignaient & 1'dquipe.

La répartition des taches sur le terrain était structurée
en quatre postes:

. Poste | : s'occupait de V'enregistrement. Ehaque unité statistique
recevait un ticket portant san numéro d' 1dent1f1tatwn
aan nom et le humeéra du passage.

. Poste Il : s'occupait des prélévements sanguins et de 1a confection
des gouttes apaisses.

. Paste [l : s'occupait de Ja palpation des rates.

- . Poste IV : s'accupait de 'administration des soins.
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- L'8quipe entomologique sé composait de : »
. 4 entomologistes
. 4 Thésards en Biologlie

. G Captureurs autochtones recrutés dans 1e village
. 1 chauffeur, ’

Z 7 L Arslyse des Jonnées -

L'anslyse des données a 6&i& effectuée sur BULL Micral IBM
compatible dela Cellule micro-informatique de 'EW.M.P. : “ Logiciel EPIDEMIO ~
du Professeur B. DUFFLO. '



Tableau n°1 :

TEMPERATURE MENSUELLE (*C) (SAFO)

ANNEES

1988

1989

MOIS Maximum Minimum Maximum Mindmum
Janyier 326 16,6 33,6 185
Fevrier 36,9 21,4 35,4 185
Mars 40 .4 247 38,6 23,7
Avril 41,86 26,27 40 .8 24,7
Mai 42,2 26,1 41 29,5
Juin 35,8 234 36,3 22,8
Juitiet 32,3 21,3 32,7 22,3
Aot 31,7 21,9 31,2 27,3
Sentembre 32.8 20,8 33,3 221
Qcinbre 35,7 19.8 34,5 20,7
Nevemibre 39,8 16,8 36,3 R
Dacambre 32,2 14,8 337 17,2
Moyennes 35,1 211 39,7 21,09
Annuelles '

SOURCE : Service National de Météorolagie - BAMAKG .
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Tableau n*2 :

PLUVIOMETRIE MENSUELLE (SAFO)

)
!

ANNEES | _ 1988 1989

Millimétre Nombre de Millimétres ;  Nombre de
MOIS d'eau Jours. d'sau ! JOurs,
Janvier - - - i -
Février - - - -
Mars - - - -
1Avril 8,3 ] - -
Mat 28,6 9 10,2 ! 3
Juin 192.,6 12 133 .4 ‘ 12
Juillet 314,1 18 172,1 26
Aot 419.,8 20 3795 20
Septembre. 2437 15 62,5 i 12
Cciobre 39,8 5 114 ; &
Novembre 3.5 ] - ' -
Décembre - - - -
TOTAL i 1216,4 nm 77 jours 871, 7 nm 73 jours

SOURCE : Service National de Météorologie - BAMAKO .
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Tableau n°3 : HUMIDITE RELATIVE EN POURCENTAGE MENSUELLE ( SAFO)

!

ANNEES 1988 1989
. i
MOIS Maximum Minimum Maximum ! Minimum

Janvier 40 18 51 ; 15
Février 34 13 47 22
Mars 37 16 47 _ 19
Avrii 56 31 53 ; 18
Mai 66 25 67 : 29
Juin G0 68 90 i 41
Juillst a7 66 97 ; 56
Aol ! Qg 72 a8 ‘; &2
Sepiembre ; 89 65 98 ! 54
Octohre a5 50 95 ! 43
Novembre | 78 30 82 24
Décembre 57 29 80 20

} ?

! i
Moyennes ; 71 40 74 ! 33

Annuelles i ;

SOURCE : Service National de Météorologie - BAMAKO .




0. RESULTATS

81 Résultals GIoESUEx -

- Demographigues :

‘Parmi les 208 individus constituant les 27 familles, 97 individus
ont 2té retenus par choix raisonné pour les prélevements répétés.

Nous svons respecté un certain nombre de quetss en fonction des
besvins de nos collaborateurs d'Heidelberg et de nos objectifs.

C'est ainsi que nous obienions une répartition de 80 enfants &gés de
23 13 ans et de 37 adultes 8gés de 16 8 70 ans.

Tablssu n®4 : Répartition de la populatien en fonciiaon de 1'8ge et du sexe.

Tranche d'Age : 2-15 : 16-70 : TOTAL
{ans) : : :

Sexe
Masculin ' 2 18 47
Féminin 22 22 50
TOTAL ' : &0 : 37 . 97

Dans notre achantillon le tableau n°dg mantre que 47 sujets sont de sexe
masculin et 5Q de sexa féminin.

~

L'analysa statlsthue mantre qu'il n'existe pas de dmar‘ente xmmncatwe
entra 1'sge et le sexa (p = Q,30). :

Cette répartition comparable par &ge et sexe etait hsutement souhaitable
paurjl‘é\ luation de la dynamique des différents paramétres paludométrigques.

- Rasultats Rio-climatigles :

Notre élude longitudingle a &té mende en 3 passages trunw;—rsaux caci,
en tenant compta du caractere fortement saisonnier de 1a transmission
118e aux variations saisonnidres de 1a pluviamétrie.

46,
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Fig> ure n°4 : Histogramme de ?afiations Mensuelles de 1a pl'uviométr'i'é en
1988- 1989 dans la zone de Safo { BAMAKO).

VARIATIONS MENSUELLES DE LA PLUYIOMETRIE EN 1988-1989% a
' BAMAKO.

500
400
300+
200 1
1001

Jan.  Fév ,Mars. Ave  Mai  Juin  Juil Aelit Sept  Oct  Nov Déc

An. 1988 1989

Source : Service Nationale de Météorologie de BAMAKD.

' Hous constatons que les pluies ont débuté au mois d'Avril en 1958 et en
Msi en 1989. Les pics de pluies se situent toujours su mois d'Aclt. Mais
globalement 1a pluviométrie est plus faible en 1989.
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5.7 Résullals Enlomolegiques -

-L'enquéte sntomologique g &té réalisée su mois d'Octobrs 1988 &
Safo. Les données climatigues a cette période sant ;

. 1a température moyenne journaliere de 27,7° tableau n®1

. humtdite relative 72,58 tableau n®3

. 1a hauteur moyenne de pluies: 39,4 tableaun®2

Tableau n®S : La fréguence des difféerentes espéces anephéliennes rencontrées

& Safo en Octebre 1988.

- n e m e W TR YR T W W SR R W S R E Gh R S vm Tm WA R SR L W G A tm vE E SR MR R SR S G SE Ve S W Tm  m em et TE M WS YE Th T WL A G VA W R R L TR A VL W W W W

Especes rancontress Effectif Fraguence Relative

angembieesl. o %eals
an.pharcensis 2 2m®
anpaldis s 0,38
sn refipesingremi 1 o108
oAl ooz 00®

e W M W W L R TR WL R T e W VA T W GE W SR G S M R W Wm Gm %A A A eh TR R R GA A PR RS W WA E W VA WE TR W WL W W E WM W WA SR W WR W M Y T WA T M W TR W W e

Nous constatans dans ce tableau que la complaxe An. gambize sl est
I'espdce anophdlisnne dominante & Safo en cette périada.

Nous remarguons que d'autres especes anophglisnnes de

importance vectorielle ont &t@ rencontrées {An. pharoensis, An. paludis,
An. rufipes ingrsmil.

maindre

- L'étude des différents parameétres entomologiques de transmission & Safo
en Qctobre 1988 g estimé &

- 17,50 unagheleqftase la densité vectorielle d'Ancpheles gsmbise s.1.
par rappart & 'hamme capturées au Spray-catch ;

- 3,01 et 3 11,48 e nombre de piglres par homme et par nuit d'An,
gambise s.1. respectivement au Spray-catch et par capture nocturne sur
appat humain ; '

- 17,68 (121 maustigues positifs sur 683 tastés d Eli 3

1, V'indice
d'antigéns spnru;mte glahal d'An. gambhise g1, ;
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- Entre 0,52 et 2,01 le taux d'innoculation entomologique
d'An. gambise s.1. respectivement au Spray-catch et a 1a capture sur
appat humsin,

Les paramétres mantrent qu's Safc en cette période de l'année, An.
gambias s.1. est 'espece anophelienne vectrice par excellence.

Les études cytogénétiques ont permis de decrire au sain de ce complexe
An. arahiensis. ef deux formes chromosomiques d'An. gambise ss.  Mopti et
Savane {(59).

& F RBfspligis Clinigues -

Tableau n°6 : Yariation de 1'indice splénique{ls) de la tranche d'dge
2 - 9 ans entre le fer et le 2éme passage.

-y o A A Y Y - - — o T = - et - - SN Ay Sy v - - o 7 R ow v ew EP m Ar e v ot ow b -~

Hate 1er Passzane 2&rne Paszage
24 T iz1 R+ T {52
Clazse d'ége
{anz)
Z2-3 2 40 5% 16 42 38,09%
Ce tablesu montre que Vindice splénique le plus irmportant s'obverse au

mois de Hovembre 1858.

L'shalyse stat'ﬁtique indique une différence hautement significative entre
les indices splénigques du mois de Juillet 1988 et Novembra 1288. {p = ¢,0003).

84 KRésulisis Ferasitalegigues -

Tableau n®7 : Yariatiens de charges parasitaires moyennes 3 Plasmodium
faiciparum suivant les passages.

TR M MR M TR L m TR TR VL TR M TR WA v T TR L TE WL TH TR YL E GA E L wm m Gl TR T R YR WE YR R Ve W GE W TR W YR S W M S W MR TR T ML T R W Wh w  Sm W TR e = = =

Passages Moyenne parssitsire Effectif I ntervalies de confiance

Pt taoeeE 34 21403382735
P2 et a2 4emat7eez
Py w4 e 2808682

TS TRV R m tm tm S tm M R TR TR S TR S SR e e TR TR A e TR M e T W R L T ER e W M e e Sm e W tm R . Sm m = A =

. Ce tablesu montre gue la densité parasitaire subit les poussées de la
variation saisonnigre. La charge Parasitaire est importante durant la- saison
pluvieuse, décroit en fin de seison des pluies, et est faible en début de saisan
des pluies.



 Tableau n°8 : Formules parasitaires (F.P.) et taux d'infection (7.i.)
par especes suivant les passages.

50.

Espéces plasmo Plasmodium P lasmodiumpP lasmodium -
diales. | falciparum| malariae ovalé | Pf+Pm | Pf+Po
Passages
G.E. + 33 i
Total 79 79
I. Passage 11.i 41,703 1,268
F.p. 33/34
97&%, 3%
5.E. 38 2 2
Totsi 34 Q4 24
Ii. Passage 1.1 40.,42%. 2,108 2108
P, 38/42 '
90,51%% 4,803 4,803
G.E. + 14 2 | : Z
Total 91 91 31 9]
I11. Passage 1.1 15,4%8. 2,198 1,18. 2,28.
- F.P. 14/19 2/19 1719 2/1%8
73, 78%. 10,58*. | 5,38*. 10,08,

Ce tableau montre que P. falciparum est i'espéce plasmodiale

_prédominante,suivi de P. malariae et P. ovale qui est faiblement représenté.
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Tablesu r®9 : Indice plasmodique & Flaémodium faiciparum {1.P.} suivent ies
3 passages.

R T R T em M WA ML VM VA TR TR A TR Gk W SR Em m G R SR R N R WL W R Y A TN VR VE Sm YA R L GA A R WM YD Y W WA M TR E A WM YR VM W R M TR W W i Gm W oW

Gouttes &psisee G.EL-) G.E. (+} TOTAL L.P
Passages
P s 4 ® e
P2z 2. 2 T 4478
P s T s 1768

- e e e A em e e R MR L W W G G E R L Sm L GG TR we SR G S S PR A G GE R A Gm GE WE E W G WA M VE A CE W E R Sm e R TR WA M MM TR T WM MR W v e e T o

L'analyse de ce tableau montre gque T'indice plasmodigue varie
significativement suivant les 3 passagas (p = 0,00011)

Au sein de 13 populatian, le nombre d'individus parasites ne diffarant pas
significativemant antre Juillet et Novembre 1288 (p = 0,8} tandis gqu'une une
baisse significalive de l'indice plasmodique a té abservés de Novembre 1988 &
Mai 1982 {p = 0,007

Tahleau n®10 : Indices plasmamques a la Plasmodium falciparum en fanction
des tranches d'age et suivant les passages.

S e e o R R A R N A S N . R R . r S S S S S A A M A M E e AR AR A e e AR E RS am - - == "--

Bouttes &peisses i&r Passage 2emie Passage Jeme Pesssga
SE(+) T \F GE(+) T IR GE+) H P
Tranchs d'age
{sns).
2-15 % 44 878 33 aQ 88F% 13 B8 22,48
16 -70 q 35 268 9 34 26,58 9 33 9,18

TR ER Mm th e b wm e T Wm m mA WA TR WA WA W A TR WA WM SR YEL S WL W . wm e e e e R TR WM VR W W R WR WR WR ME TE TE W TR R G WA W Sm e v e W = .

L'analyse statistique montre que ces différences sant statistiquement

gignificatives au mois de Juillet et Novembre {p = 0 01) mais non au mois de
Mai {(p=0Q,18).



Tabina; i S s
fabigaU n®11 @ L4l

nparaison des chargss parasita

imngs

185

en fonction des tranches d'age suivant les passages.

Tranche ler Passage 2éme Passage 3éme Passage
d¢'Age (ans); 2-15 | 16-70 | 2-15 16-70 2-15 | 16-70
Classe
Parasitaire. -
Négatif 19 26 27 25 45 30
43,108.174,313.1 45%. 73.5%. | 75,7%. | 90,638.
1 - 1000 R 9 19 8 .8 3
| 25%. 25,78, | 31,78. 243. 13,798.¢ 9 1 &,
- 5. 000 6 0 7 1 3 G
! 13,5%. 7 11,68. 3%. 5. 173
- 10.000 2 0 4 0 0 0
i 4.5%. 6,73. :
> 10.6680 § 6 0 3 0 2 0
i 13.6%. o%. 3.48.
i
TGTAL - 44 35 | 60 34 o8 33

Ce Tableau monire gue les adultes sont moins parasités que les enfants.

L'analyse mentre gue les charges parasitaires des enfants étaient
significativement supérieurs a celles des adulies au ler et second
passages { p = 0.04). Mais au mois de Mai 1989 les charges parasitaires
des deux classes d’3ge ne différent pas significativement (p > 0,05).
Au sein de la population, la répartition de la charge parasifaire ne différe
pas statistiquement entre Juillet et Novembre 1988 {(p = 0,31).
Mais une chute significative de la charge a été observée
de Novembre 1988 a Mai 1989 (p = 0,04).

52,
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Tableau n°12 : Indice piasmodique & toutes les espéces plasmediales canfondues

et suivant les passages en fonctien de la tranche d'8ge :
2 - 9ans. '

Gouttes épaisses ler Passage 2eme Passage ZEme Passage
GE(+ : T:IP  :GEL+): T LR GE(#) :T : IP
Tranche : : : o

d'dge {ans).

T . T S S W SR W R - G  We e VEs S VD GEL G T L Gam S S A S G G S S e W S el WL W WA W S WA R W S WA WA R W W G G S G Y S

T W R TR W YE e W W WA WR WE fm Gm vE T W G G Gm Tk BA SN SR WE YR TE GE PR W WM WE WM WS SR M ER MR BA m VR WA VE WA G L W WL VE V6 WL WE VE VA WE WA ML VA W VA W VR W MW W Wm W m w w

L'analyse statistique de ce tableau maontre qu'il. n'existe pas de différence
significative entre les indices plasmodigues des mois de Juillet et Hovembre
1886 p = 0,98, alors que Uindice plasmodique au second passage g5t
significativement supérieur & celui du 3éme passage p < 0,001.

Tableau n°13 : indice plasmodique global 4 toutes espéces plasmodiales
confondues suivant les passages.

.y - o v - - A — - o~ . - - - - - - - - o oy o o aw o s v -

Gouttes epaisses GE(+) GEL-) TOTAL I.P.
Passages. _
ey s 4 ® B8
P2 s2 2 4 447%
P37 2 e ot - 2091%

R S W WA W MR WA TR WA R A W TE WM VR OB GH SR G WL TE WR MR MR SR T Gm Gm Gm wm h RA TR S W YR A m SR W A WE R VR R VA Gk A Ga L W VE WA WA VE W YE 4 G Wl W WL WL WA VM W W G G e W

L'analyse statisti‘que de ce tableau mantre que las indices plasmodiques
varient significativement suivant les 3 passages p = 0,0001.

L'indice plasmodigue est plus élevé au mois de Novembre 1988 (44,78)
ensuite viennent ceux du mois de Juillet 1988 {43R8), puis celui du mois de Mai
1959 (20,3%). |
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Tableau n®14 : Indice gamétocytaire a Plasmodium falciparum en foenction de
1'dge suivant Tes 3 passages. '

GE(+): T : 16 : GE(+): T: 1G: GE(+): T : IG

Tranche
d'age (anz).

S Ay A A A R e A A SV MY AT v . D O - . Sy A A S Ay Ew e S A A e A R A Ey ey ey G A S A ey o At En v Am . - -

- A - oy - o — . —— Ly v - P - - ——— —— - - - - —n - -

Le tableau montre que seuls les enfants sont porteurs de gamétocytes en
fin de saison des pluies seulement. :

5.5 Résultals lmmunologiques -

6.5.1 Caractérisation du sérotype de i souche jocaie
du Plasmodium falciparum a Safo.

Dix (10} ponctions veineuses ont &té effectutes sur enfants
fortement parasiiés pour 1a culture continue dans notre 1sborataire. Nous avons

obienu & cultures continues positives soit un tauy de 80%. Mous avons préparé

nous-méme nos lames d'antigénes. L'utilisation d'anticorps monoclonauz (AmK)
spécifiques : des zones conservées st des zones dimorphiques nous a permis par
1a réaction d'immunoflurescence directe (1.F.D.) de caractériser le sérotype de

P. fzlciparum. & Safo.




Tableau n°15 : Résultats de la réaction |.F.D.
' sur nos 8 cultures de P. falciparum.

55 -

AmK .spécitiques Zones ' lones i Zongs

ronservees dimorphigues iype K1 idirmorphigues tvne MAD 20

i i
1.5 9.8 128! 6,1 7,3 | 1,6 f 9,2 9,7 : 10,3

N* ldentificat*des : ' .

lames de culture. | . ;
% 0228. I S (R ) 4+ 0 0 0 ‘ ++f4 4+ '+
0802.. +++ ++ 4 44 0 0 0 i +++ | +++ + +++

[

- 2009 ? ? 44+ 0 ? (+) | +++ | ++% | ++%+
2302 +4++ +++ +++ ? 0 0 { + + L+
2603 0 + + 0 0 0 | +++ 44+ |
2705 - +4+ 4+ +++ +4++ 4] (+) + Lj++ +++ |+
2716 +++ ++ + +++ 0 + + X X +++ i +++
2717 | +44+ | +3++ [ 23+ | 0 0 0 | ++% | +++ | +++

Remarque : Chague lame reéagit Pas de réaction Réaction positive
au moins avec un antico spécifique avec le homogene avec fe type
monocional spécifique ditype K1. MAD 20.

Z0NBS CONServees
Paracite |conaerved K1 Uke MAD20D like dlock block 4 (1313
R EE R R R R R L R LR
o [ e | | B
58 R S TS L TR SRt R e
o . N NOEN
2SS PYRLAYIN » ST
s i - -
LN STt Tomivacli >
e R L
PR TBES Y R IR IR IR 23
: %: % i %ﬁ%%}f%%ﬁ & (o Ry s 0 |
= . AN m 3N

Le t'fzbleau n*15 et la figure S montrent qu'a Safo en Novembre 1988
le sérotype MAD 20 est dominant.

2



5527 Fests sérojegigues - Western Fial

Les &chantillons de serum de 37 adultes et de 60 enfants ont été
.tesiés au Western Blot contre 2 groupes de protéines recombinantes fusionnées
dérivées de la G.P 190 (souche MAD 20 et K1) transférés sur bande de
nitraceliulose. :

Le ter groupe est constitugé de S protéines recombinantes
fusionnaes des zones dimorphiques de 13 souche MAD 20 : M8, M7, M8, M1Q, M11.

Le second groupe est constitué des protéines recombinantes
fusionndes des zones conservées (F.2) sémi-conservées (F.8, F.10, F.7) et
ditmorphiques de ta souche K1.

56
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Tableau n°16 : Intensité de la réaction positive des serums au Western Blot
en fonction des passages.

Différents| N
fragments ! : i
M1 Mé M& [M10 1M1t [F2 IFS iF7 IF3 (Fi0 (TOTAL
Degré da ‘ ' ; l :
réaction en :
Passages Crodx. : %_
% 26 16 1 0 13 11 5174 5 & i 97
ler ® X 18 24* 0 0 24% 3 Q 1 o 1
Passage 18,9%. | 24.74. 24,74%. i
XXX 4 14* 0 0 14* 3 0 0 . o
14,4%. 14,43%. :
X 13 18 1 3 12 121 18% | 161 12 8 4 97
. 18,55%. r
2é¢me X X 30 17 110 17 7 2 v 212
Passage '
X% X 24% | 33* 1 0 32% 6 : 3 ! 1 4 : 1
24,74%.| 348 33% P
5 20 20 [ o] 3] 25 [ 7135 ]9;*] 96
3éme % % 16 16 | 0|0 9 3] 5 111206
Passage : : | ! : |
X X X a* 12« | 0 i 0 5 0 2 IR !
. 8,33% |12,37% S R R |
70 - '
60 1 =
40 4
30 1
20 :
10 5
0 +— : 9723 5 P v IO o . g
Frag M6 M7 M8 Mi10o Mil F2
ment
S

i
|
i
!

Nous remarquons sur ce tableau et sur la figure 6 que les 3 fragments 16,
M7 et M11 des régions démorphiques de la souche MAD 20 sont

fortement reconnus durant les 3 passages avec une prédominance

du fragment Mb.



Tafl e o™

[

entre enfants et odoltes soivant les prssages.

“ fnnnmmﬂuawnnM“thmwﬂ:nmq e i e 100 Hrmumwwﬂﬂ
I

Différents
fragmunts

Ttanshe
d'fge
Lang)

.6

.7

111

M.

F.G

F.

bt |

F.10

Pas -
SA0EE

TOT &L

21 i A A1, 7, 1 tu"-. [l 11,7 5% G, RS Gl
15 - 70 GV 90, TOLEE, 1l il 20 2, L =
oy

0, N

A

DF':TT

poges
[w1Al

AN

"+
s
=4

p 011 0,0 |1j?4
2= 1% 35,6%. | S2.d% | I9% X | 6 ER TR 0 o
16 ~ 70 THAWE R O I DR 4 ] G40, | 16,2%, 2518, g &,V M. =7

00005

0 10y 35

m,mmwm

EHJWE

M1

= Les valewrs signiticatives sont en coractére aéed. -
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Le tableau n®17 montre que les 3 fragments dérivés de 1a souche MAD 20 :
M11,M7, M6 oant &té reconnus avec une haute fréquence & la fois par les adultes
et les anfants, tandis que une proportion timitée de serums a &té positive avec
les fragments conservés et dimorphiques de la souche K1.

L'analyse statistique montre gqu'une différence guantitative existe entre
les réponses des adultes et enfants aux fragments reconnus :
Au premier passage (Juillet 1988), 1a fréquence de réaction pasitive des adultes
st significativement supérieure 4 celle des enfants avec M6 (p = Q,Q076) et
M11 {p = 0,0044) mais pas avec M7 (p=10Q, 71).
En fin de saisan des pluies (Novembre 1988) , 1a fréquence de résction positive
des adultes ne difféerent pas significativement de celle des enfants sux 3
fragments M6 {p = 0,11), M7 { p = 0,08}, M11 {p = 0,39}
Par contre au mois de Mai 1989 (déhut saison des pluies) , la fréguence de
réaction positive des adultes est significativement supérieurs & celle des
enfants aus 3 fragments : M6 : p = 0,00048 ; M?: p=0,0013 ; M11.:p=0,0023.

Une réponse au fragment FS du K1 est ohservé avec une grande fréguence
au second passage {Novembre 1988} & la fois chez les adultes et enfants.
- L'analyse statistique montre gu'elle est significativement supérieure chez les
adultes en Maj 1989 {p = 0,02).

8875 Fasis séralagigues - Fliss

Four guantifier ia réponse humorale, les 290 serums ont &té testes
avec las 2 protéines recombinantes fusionnées purifides HMG et HMT servant
antigéne au test Elisa. ,

=
Chague serum a &té testé en double pour &liminer toute fausse
interprétation. '

Ls lecture au spectrophotométre des réactions colorimetriques
{jaune, arangée) s'est effectude & 1a langueur d'onde de 405 nm.
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Tabiesu n® 16 : Fréquence de réactivité pesitive en D.0. sux fragments
recombinés HM6 - HM7? en fonction des passages.

Différents passages [ 1 i TOTAL
| R R R R
Différents
Fragments
s 11: 11,34: 28 :289 : 12 : 12,37: 97
718 168: 3 1390 1 13 s 1340: 97

- R ST W Gk W A WR Y R WS YR WE W R R VA Mh tm VR we GE R G MR Sk WA WA GE WA G em e em S W A Gm WA M i GE VA MM G G W WA th WM VA WA A WA YA A WM WL WL YR R R S wm v M m Aa W

Ca tableau montra que la réponse su fragment HMT pradomine.

L'analyse da ce tshleau montre que fes plus hautas fraquances
aux deux fragments sont observéss ay mois de Nwem 193

significativement supérieures a celles du mois de Juillet 1988 (p = Q,0004) et §
celles du mois de Mai 1989 (p = 0,0018). Par contre, cellas du ler passage ne
différent pas significativement de celles du 3ame passage { p =08

Tablesu n“l 9 : Fréquence de réactivité pesitive aux fragments recombinents
HM&, HM7? en fonction de T wge et suivant ies passages.

e . . R T M W s R W T G A e G e S S G b G = - s S - B R e e .

Differerds  Tranche
Fragments,  d'%ge {anz)

Z2-15 6 10 10 16,7 3 g 60
HME

16 - 70 5 13,51 16 : 48,6 3 24,3 57

Z2-15 ? 11,7 19 31,66 7 8,3 &0
HM7

ta- 70 Q 24,3 19: {14 8 21,6 37

R OTR YR WA Te h m m T e e wm v e T m T em em TR R W T T R TE R YR SR TR M B W R el e L MR T R MR S A T mm TS W YR YE TR L ML SR A S R M R W wm = e e e

11 apparait sur ce tableau qua ie paurcentage da répon e posit
n‘aqments HM6E gt HM7 est plus impartant chez las adultes gue chez
8 chague passage.

Ve Sux deux
les enfants



L'analyse statistique montre que durant la saison pluvieuse, les
fréquences de reponse sont identiques entre adultes et enfants aux deux
fragments HMG {p = 0,84) et HM7 {p = 0,17). En fin de saisan pluvieuse
(Novembre 1988), les pourcentages de répanse ast significativemant supérieurs
chez les adultes que chez les enfants avec le fragment HMG { p = 0,0018) mais
pas avec le fragment HM7 {p = 0,Q86). Par contre en début de saison dés pluies
(Mai 1989) le pourcentage de répohse est significativement supérieur chez les
adultes avec le fragment M6 (p = 0,012) mais pas ave la fragment
HM7 {p=0,12).

&8 CLorrélsiion eptre indices perasiiologigres
&t sgriicarps arii P83

Au test de corrélation de Spearman, une liaison significative a été
trouvée entre 1s parasitémie et le taux d'anticorps HM&, HM7 & VUElisa durant la
saison pluvieusa {Juillet 1988): HMG {p = Q,00002), M7 {p = 0,000Q03) at en fin
saison seche (Mai 1989) : HMB& (p = Q,00000), HM7 (p = 0,00000). Aucune
corrélation n's &té observée entre 1a parasitémie et le taux d'anticorps & la fin
de 1a saison des pluies (Novembra 1988) : HME {p = Q, 35028}, HM7 {p = 0,41849).

-

&~ Treasfear? des lechnigues & tachaalegies

Au terme de cette atude, nous avans acquis en routine dans notre
isboratoire les techniques suivantes:

- La cultura continue de P. falciparum sous ¢loache utilisant du
- milieu RP.M.L 1840 10X serum AB +

- Sérotypage de souche de P. falciparum par 1a technique d'LF.D.

- Dosage des anticorps anti P: fslciparum par 1a technigue Elisa.

- La révélation immunoenzymatique des complexes immuns par
- 'immunablot.

Quant & nos colleguas d‘Héidelher‘g, ils ant béenétficia des techniques
de la coloration en un temps de goutles epaisses et de gquantification de la
parasitémie que notre laboratoire réalise depuis des années.



61

7. DISCUSSION ET COMMENTAIRES

Sur le Plan Méthodologique : Nous n'avons pas choisi un échantillon
aldatoire. Nous avons effectué un cheix raisanné de 97 sujets composes de 2/3
d'enfants et 1/3 d'adultes. Nous nous sommes ici canformés aur voeux de nos
collaborateurs d'Heidelberg du nambre d'analyses & effectuer sur chague
prélevement et la contrainte du suivi longitidunal. C'est donc une premiére atude
préliminaire permettant d'atteindre nos objectifs préalablement fixés. Nous
avons obtenu une bonne régularité aux différents passages de la communauté
cause de 13 permanence et de 1a cantinuité de nos activités de recherche dans ce.
village. En effet, 1equ1pe du D.E.A.P. travaille dans ce \ﬂllage depuis 1835
(14,017, (18X :

Les rasultats parasitologiques confirment le facies épidémiclogique de
transmission saisonnigre longue d'une zone de savane soudanienne. La variation
- de I'indice plasmodique dans 1a tranche d'dge de 2 - 9 ans est de 59,58 au mois
de Juillet 1988, 33,28 au mois de Novembre 1988 et 28,68 su mois da Mai 19389
Cette dynamique de I'indice plasmodigue de 1'déchantillon global est de 438 en
Juillet 1288, 44,7 au mois de Novembre 1988 et 20,98 gu mois de Mai 1988
Bien que notre échantillon soit constitué que de 97 sujets nos rasuitats sont
voising de ceux des precedentes études dans le village : indice plasmodique des
enfants de 2 - @ ang est de 678 en Juillet 1985 (18). Mais, il est intéressant da
constater une légere différence de 1'indice plasmeodique entre 1985 et 1988
L'hypothase de I'influence de 1a pluviamétrie et des sutres facteurs climatiques
(désertification de 13 zone par une surexploitation des ligneux) sur l'endémie
palustre peut &tre émise. Cette Avolution en baisse de lindice ma\ﬁnmque en
fonction des années est constatée dans la zone voisine de Banambani : indice
plasmodique des enfants de 2 - 9 ans est de 82,88 en 1972 (84) contre 708 en
1988 (68) et en Mai 1389, il est de 658 (Thése de DEMBELE M. en préparation).
L'espace plasmodiale prédominante est P. falciparum : 37 au mois da Juillet
1888, 90,58 en Novembre 1988, 73,78 en Mai 1989, ella ast suivie par
-B._malsrige (10,58} et de P.ovale (5,3%). Nous avons mis en évidence des
associgtions pargsitaires : P, falciparum + P. malsriae ; P. fslciparum + P. avale
- Ces résultats sont similaires aux études de TOURE. \‘ en 1972 (64) dans une
Zzone de savane scudanienne 4 Banambani. Ces auteurs avaient trouvé 93,168 de
P. falciparum en association avec 19s autres especes plasmodiales et 75,078
d'une maniére isolée.

D'autre part KONE. 2. (34) dans 15 villages de I'enquéte Kits-Kéniéba-Bafoulabé
(K.BK.) en 1982 avait trouve dans 1a formule parasitaire 89,68 de P._falciparum
suivi de 98 de P. malariae et de O ,43 de P. ovale. Plus au Sud dans 1a zone du
barrage de Sélingua

DEMBELE. M. {16) a décrit une predummanca de P. falciparum avec 04,48 secondé
par P. malarige 6,78 et P. avale 0,28 en dernieére position.

En Afrigue Qccidentale, dans e méme ecosystéme au Burkina Faso Sabatinelli.

G. et coll. en 1386 (9?) trouvent une pt‘ednmmame de P fa!unarum dans la
formule parasitaire avec 988
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Les résultats du tableau n°8 montrent que P. malsrige et P. ovale
apparaeissent isolement en fin de saison séche. Des &tudes menees en zone de
savane malienne par KONE. Z. en Mai 1982 (34) et par DEMBELE. M. en Mars 1831
(16} confirment nos observations. Ce qui nous permet d'@évoquer 'hypothése d'un
accultisme parasitaire de ces 2 espdces plasmodiales par une forte charge
parasitaire de P. falciparum en période d'intense transmisasion.

D'aprés Black * en 1968 (in 34) la présence d'infestation plasmodiale associée
est en faveur d'un haut degré de trahsmission paludédenna dans la zone. Nous
n'avons pas mis en évidence dans hotre échantillon, diindividus porteurs des 3
gspeces piasmaodiales en méme temps. Far cantre, TOURE.Y. en 19792 {84) avaitl
mis en évidence 3 Banambani 1a présence simultanae chez 1a méme individu de

P. falciparum + P. malariae + P. ovale {0,3%8).

L'analyse du tableau n°12 montre que chez la tranche d'age d anfants receptifs
l'indice plasmodigue varie trés peu de Juillet 1988 (59%) & Novembre 1988
(55,28). Ce qui est signe d'une endémicité ma]eure durable suivant un. maode
hyperendamique {classification Gentilini. M.) {in 19).

L'indice gamétocytaire varie de OS en début de saison de transmission & 58 en
pleine saison de transmission. Nous pensons que 1'indice gamétocytaire est bas
comparé donc 3 ceux attendus en zone hyperendémique : 12,988 (64}, 11,68 (68).
Nos charges parasitaires sont plus &levées chez les enfants gue chez les
adultes (tableau n®11). Caci n'a rien d'étonnant vu que las adultes ont un état
d'immunité Sergent en zone d'endémie. Une amplification de ce etat immunitaire
(effet booster) § saison de transmission limite la schizogonie erythrocytaire
chez les adultes. (12), (27). '

Les études entomalogigues gue hous avons menées § Safo en complément
de la parasitologie nous permettent de mieux caractériser le . facies
épidémiologique a Safo. Cette enquéte est la premigre du genre mengée dans ce
village. Les gspages vectrices retrouvées appartiennent au complexe Anopheles
gambiae 8.1.. 11 s'agit essentiellement d'An. gambige s.5. forme chromosomigue
{Mopti at Qavana) et d'An. arabiensis. Ce sont de trés bam vectaurs dacris par
TOURE.Y. en 1983 (&66) et par Vincent R. et coll. {71) en Afrigua
au Sud du Sahara. '

Nous n'avons pas trouveé dans la faune anophalienne en cette permde d'Octobre 8
Safo d'An. funestus. Cette espace était 1'un des principauy vecteurs dacrits par
TOURE.Y. en 1979 {&4) dans 1a zane de Banambani en fin-de saisan des pluies. Sa
- disparition g &t& constatée par TRAQORE. S.F. en 1988 (53} dans la méme zone.
Par contre VincentR. la retrouve en 1985 (70) & cette méme periode en zone de
savane au Burkina Faso. Cette disparition d'An. funestus pourrail s emhquer par
‘les modifications @cologiques (débroussaillage, désertification, mauvaises
pluviometries) en zane de savane malienna préjudiciables su biotope spécifique
de cetie espece.

La densité anoph&lienne par case est de 1?,5,\ 8u spray- tatLh gn cette période.
L'indice d'antigene spnm:_uthue mesuré g 1'Elisa est de 17,68 Le taux
d'inoculation entomologigue varie de 0,52 a 201,
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L'indice d'antigene sporozoitique est trés élevé & Safo par rapport & celui
de Banambani qui est 0,020 déterminé & 1a microscopie {89). 11 est &galement
plus &lavé que celui de Coosmans. M. {13) qui varie entre 5 et 88. Ce fort taux de
I'indice sporozaitique dans notre étude pourrait s'expliquer par:

- l'augmentation de 1a longévita des anophéles capturés & cette
période favorisant la sparagonie ;
- 1a technique Elisa de dosage de U ant\qene sporozoite plus
sensible que la microscopie ; :

La droite de regression de l'indice d'antigéne sporozoite entre 'Elisa et la
micrascopie ne devient linéaire qu'a partir d'une charge sporozoitique de 100 &
200 sporozoites par glande salivaire et par moustique {67). It y s donc une
surevaluation du taux d'inoculation entomologique avec cette technigue. Nous
signalons que c'est la premiére fois que cette technique immuna enzymatique a
até utilisée dans notre laboratoire. Elle se pratique systématiquement avec lg
microscopia actueilemant.

La petite taille de notre échantiilon ne nous permet pas d'évaluar avec
certitude les indicateurs clinigues 3§ savoir Vindice clinigue (98 au mois de
Juillet 19_88 et 33,09% au mois de Navembre 1988 chez les enfants de
{ 2 - 9 ans). La fréquence des accés palustres § Safo d'Aclit 1988 & Dacembre
1089 est de 270 cas et celle des accas pernicieux est de § cas chez des enfants
d'dgés de moins de 2 ans avec une prévalence du maois d'Aclt asu mois de
Septembre 1989. DOUMBOD.0O. en 1985 (18) avait noté au maois de Juillel que
toutas les rates hypertrophides chez les enfants de 2 - @ ans etaient de stade 1
et 2, slors que nous avans trouve das rates 1, 2 et 3 mais pas de stade 4. TOURE.
et coll. trouvent en 1979 (84) en periode de hauta transmission un indice
splénigue glabal de 44,378 . Comparé & notre indice splénique qui est de 388 i1
se dégage uhe tendance 4§ 1a baisse au fil des ans. Ce qui est en concardance avec
les résyltats de 1'indice plasmodigue, mam la prudence est de regle & cause de
la taille da notra &chantillon.

L'dvaluation de la dynamique des anticorps naturels anti P130 ast la

premiére realisee dans cette zone au Mali. Nous avons jusqu'd présent travaille :
sur les anticorps Tluorescents ;: KONE.Z. (34), DEMBELEM.{1&), Daimont J. 1976
{enquéte sérologigue sur une population urbaine & Bamaka), et sur les anticorps
anti circumsporozoite protéine (33) pour les indicateurs séro-épidémioclogiques.
Le dosage de T'haptoglobine (S8) et des anticorps anti F190 semblent &tre les
meilleurs indicateurs de la schizogonie intra erythrocytaire (donc de
'hémolyse) dans une zane d'endémie palustre. _
Nous avons travaillé sur deux technigues complémentaires V'immuno Blot et
I'Elisa. Ces deux techniques de sérodiagnostiques du paludisme testées paur la
premigre fois dans notre laboratoire, ne nous permat pax da prem».er
exactement leur spécificité et leur sensibilité .
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d'anticorps anti P190 disparaitre. Nos observations sabordent dans ce sens
qu'individuellement i1 existe une liaison positive entre la repunqa humorale et
la parasitémie en début de transmission. -

Du tableau n° 18 il se dégage une nette association entre le taux de

séropositivité et les périodes de transmission. Les taux Tes plus &léves

s'observent en période de haute transmission (Novembre 1968).-Les taux les plus
faibles, s'observent en période séche chaude (Mai 1989).

L'analyse du tablesu n®19 montre qu'avec le fragment HM6 e nombre d'adultes
séropositifs est supérieur 4 celle des enfants en période d'intense transmission
{p = 0,0016) et en début de saison des pluies {p = 0,012). Ce qui confirme nos
résultats du Western Blot, qu'il serble exister un "boosting” immunclogique
chez les adultes.

L'évolution longitidunale des anticorps anti P190 maontre :

1. une durée de vie bréve des anticorps anti P190 en fonction de la
schizogonie erythrocytaire. Ces anticorps présentent un pic sous
I'induction d'un stimulus antigénique en période de transmission
maximum. Leur niveau baisse progressivement avec la-disparition de la
parasitémie et persiste & un niveau détectable en période de transmission
faible. Pour étayer cette constatation, nous avons programmeé un suivi
langitidunal de 200 personnes choisies au hasard tous les 15 jours”
pendant un an a Safo.

Cette durée de vie bréve des anticorps antiformes erythrocytaires a ete
décrite par Webster et coll. 1987 (72) aprés traitement schizonticide.
Ces auteurs émettent la méme année I'hypothese explicative d'une
immunaosuppression transitoire de 1a réponse humaorale protectrice suite &

65.

une activation polyclonale de B. lymphocyte. Marsh. K. 0. et coll. 1989 (38)

dans une &tude en Gambie ont conclu & un effet nétaste de la.
chimiopraphylaxie sur 'évalution des anticarps antiformes
erythrocytaires chez des sujets non immuns. D'aprés Chizzolini. C. (10}
cette variabilité de la dynamigue des anticorps est fonction du degré
d'endémicité de la zone d'étude. .

Par contre, Vand Waa et coll. en 1984 in thése frih klaus en préparation
montre dans une étude au Soudan qu'il n'y a pas de.'van‘abilité saisonniére
des anticorps antiformes erythrocytaires mesuras g I'immefluarescence
indirecta.(l.F. 1). De méme que Rougemont et coll. 1974 Wiramus (1973),
Borges D.A. Silva 1976 in these KONE.Z. (34) ont montré que 1'évalution
des titres d'anticorps 8 1.F.I. n'accusaient pas de modification
significative chez une population aduite soumise @ une chimioprophylaxie
& la chloroguine. Ces contradictions évidentes entre différents résultats
et le nitre semble liées aux technigues immunologiquas utilisant des
fractions de protéines ant1gemque- différentes.

2. Qu 11 he semble pas exister un bénéfice protecteur saisonnier. Malgré -
leur taux d'anticorps comparable d ceux des adultes les enfants
présentent une charge parasitaire élevée.
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3. L'hypothese d'une variation intraspécifique et intrasaisonnigre peut
étre émise. Ce qui tnmplique d'avantage 1a possibilité d'identification
d'une protaine immunogene "protectrice ”

Tout samble s& passer comme si les snuches plasmodiales se datent d'une
possibilité de variation extrémement impaortante. Ce qui entraine une
réponse immunitaire conséquente quantitative mais non protectrice.

I se pourrait qu'une petite fraction non encare identifiée contenant les
epitopes B et T soit & 'origine d'une réponse gualititative protectrice.
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8. CONCLUSION - RECOMMANDATIONS
‘ ET P_ERSPECTWE D'AVENIR.

De notre étude 4 composante clinique, parasnmogwque Irnmunomgzque et
e entomologique, il ressort que :

- la Zone de Safo reste encore une zone d'hyperendémie palustre &
transmission saisonniére d'au moins 4 mois '
~ {l.P variant de 59% & 55,28).

- Plasmodium faleiparum est 1'espace plasmaodiale pradominante.

- Anaphéle gambiae s.s. forme chromosomigue Mopti et Savane
gvec An. arabiensis sont les principaux vecteurs avec un indice
d'antigena sporgzoite de 17,68 (Elisa).

Nous hotons une disparition d'Anopheles funestus dans 13 2one.

- Le sérotype dominant 4 Safo au mois de Novembre 1388 de la
souche P falciparum est MAD 20.

On note cependant 1'apparition de quelgues isolats du sérotype K1 en
fin de transmission.

»

- Les fragments 1es mieux reconnus spécifiquement sont : M7, MG et -
M11 avec une forte réaction au fragment MG. Aux maois de Novembre
1988 et Mai 1989 des réponses immunitaires sont cbhservées, et
~sont beaucoup plus impartantes dans 1a papulation adulte.

- |1 existe una tres grande variation du niveau d'anticorps
anti P.190 en fonction des saisons. Le paurcentage de
séropasitivité est plus &levé an période de forte transmission.

- Il na semble pas exister d'effets protectaurs des antigénes
identifiés et mesurés. Les anticorps ant une durée de vie bréve.

Au vue de ces résultats, nous formulons quelgues recommandations :

- La poursuite-de cette avaluation lnnqitidunmé par la choix d'un
achantillon plus représentatif et un suivi plus rapproché
{tous las 15 jours).

- D‘augmernter le nombre de souches cultivees pour mieuy apprécier
les différents sérotypes existants & Safo.

5 ' - D'appliquer sur des confettis du sang capillaire récolta tous les
19 jours la technique de Palymerase Chaine Reaction {PCR):
technique d'amplification de géne afin d' appreuer cette varisbilité
intraspécifigue.
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- De réaliser des cultures de lymphocytes T et B pouridenitiﬁer les
epitopes T et B indispensables pour 1a composition du futur vacein.

Pour Pavenir nous esparons que les millions d'enfants et des
femmes enceintes qui payent un lourd tribu & cette hémosporidie que les essais
d'immunogénicit® en cours sur les singes Actus en Amarique Latine & partir des
fragments identifiés. aboutiront @ la sortie d'un prachain vaccin antifarme

erythrocytaire. Legquel vaccin serait tout & fait indigud pour abasisser la
mortalité et morbidité palustre et non la transmission.
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QUESTIONNAIRE

11 comprenaniti Te fichier :

&) Fiche de ménage sur laquelle les renseignerments rélevés devaient
indiquer pour chagque membre e nom, 1e sexe, date de naissance, état

- matrimoniale (avec éventueliement la date de mariage, de divorce ou de
veuvage), 1ien de parenté avec le chef de ménage.

b) Fiche individuelle pour chague homme ayant déja contracté un marisage,
sur laquelle ont &6 notés les noms successifs de ses épouses.

La date et le mode (héritier ou épouser) du mariage, 1a date et 1a cause
(divorce - veuvage) de séparation.

¢} Une fiche individuelle pour chague femme ayant d&jd contracté un
mariage . les renseignements étaient de 2 ordres : mutialité et
maternita.

Dans 1a partie matarnitad, Tes avanaments chstatricsuy {(avartemeants
mort-nas - naissances wivantes) ont &td notés dans l'ordre de succession
gvec la date de survenu et le rang de chaque evenement. En cas
d'avartament ou de mort-na, 1'age de grossesse augqual 1'dvanament s'est
produit a eté précisé.

Pour les najssances vivantes ont &t notés : 1e nom de P'enfant, son
numéra sur la fiche de ménage et son devenir {vivant ou décdda). En cas de
déces la date, 1a cause et 1'§ge au moment du déces ant compléta les
renseignemeants. :

Rans 13 partia muptialitd ont &8 recensés dans 'ordre de

succession tes noms des éventuels maris de la femme. Pour chacun de ces
maris ont &ta indigué la date ot 1e mode (héritée ou dpousée) de mariage ;
la date et 1a cause {décés ou divorce) de séparation.

d) Une fiche de décés sur laquelle ont &té notés tous les déces survenus
dans e ménage depuis un an c'est-d-dire d'Aodt 1980 § Aolt 1981, Les
renseignements ont parté sur Te nam du défunt, san sexe, sg date de

naiesance, sa date de déces, son dge au moment du dacds et 13 cause de
san décés.



Dans l'ensemble tous ces événements ont pu 8tre situés griéce & un
calendrier mstanque pré-atabli dont les référances d'avant lmuependaﬁce sant
= les suivantes: .
- 1214 - 1918 Premiére guerre mondiale

- 1938 - 1945 Deuxiéme guerre mondiale

- 18947 ~ Dabut des rivalités politigues entre
| le PSP® et la RDANS
- 1949 La grande &pidémie ayant fait ravage

dans la fone.
- 19%8 Déces du Président Mamadou KGNATE

- Janvier 1960  Arrestation des responsables soudanais a DAKAR
dont Maodiba KEITA.

s Pour les raférences de 1'indépendance a nos jours les dates retenues sant
les suivantes:

” - 22 Septembre 1960  Indépendance de la Republigue du Mali
- 1982 Ramplacement du franc CFA par
la franc Malien.
- 19685 Visite de Modibo KEITA § Yanfolila.
- Aolt 19a7 Ravolution {dcartemeant du pramier

Ministre Jean Marie KONE).
- 19 Navembre 1968 Coup d'Etatl.
- 1971 Grande épidémia de chalara & Bamako.

- 1977 Pose de 1a premiere pierre du barrage
de Sélingue.

- 1978 Epuration dans les rangs du CHMLN ®*%
Arrestation de Tidcaorg, Kissima et Karim).

- 1980 Grande enquéte polyvalente de I'Ecale
: _ - Nationale da Madecine et de Pharmacie
: du Mali.



Des réajustements ont 8té faits en posant les questions de tgpe suivant :

L'événement dont 1a date est & déterminer est survenu combien de temips
avant ou apréas 1a date du calendrier historigue dont 11 se rapproche ta pl us.

* PSP Parti Progressiste Soudanais |
¥* RDA  Rassemblement Démocratique Africain
**% CMLN  Comité Militaire de Libération Nationale.



L'avenament ¥ dont 1a date est & déterminer est-il plus &g& ou moins &gé
gt de cambien de temps qu'un événement ¥ dont 1a date est canhue avec précision
(Acte de naissance - Acte de mariage) ou dont 13 date a &té Tixée avec certitude
g partir du calendrier mstonque par exemple Naissance du prermer enfant par
rapport su mariage de la mére.

En nut—re un calendrier das activités paysannes nous a aide 3 situer
tel ou tel avenement dans 1'année. Ce calendrier se présente comme suit :

Mars - Avril, cueillette de Néra
Mai - Jduin - Juillet, cueillette de Zshan

Mai - Juin - Juillet - Aalt, cueillette Karité

Juin, Sami de mails
Juin - Jduillet, Sami d'arachide
Fin Aclt - Septembre, Récolte de nﬁai‘s
Octobre ~ Novembre, Récolte darachide
Novembre - mi-Dacembre, Racolte de mil

Jdanviar, Transpart de mil.-



RESUME

Nous avons mené de Juillet 1988 a Mai 1989 une enquéte
longitidunale en 3 passages transversaux dans une zone de savane
soudanienné malienne (Safo situé & 25 Km au Nord-Est de Bamako).

L'objectif prir'lcipaI de cette étude est d'évaluer la dynamique des
anticorps naturels anti P 190.

Nous avons effectué un échantillonnage raisonné de 97 sujets (60
enfants. et 37 adultes). Des prélévements sanguins ont été effectués sur

cette cohorte avec un suivi clinique en Juillet 1988, Novembre 1988 et
en Mai 1989. '

Les techniques d'Elisa, de Western Blot, d'IFD et de culture continue

de Plasmodium. falciparum ont été utilisées pour traitement du
matériel biologique.

Les résultats obtenus confirment le niveau d'hyperendémicité
palustre de la zone (IP = 59,5%). Anophéles gambiae s.l. est la principale
espéce vectrice avec un indice d'antigéne sporozoitique de 17,6%. Le
séroptype dominant est le MAD 20 avec une apparition du K 1 ‘en fin de
saison de pluies. Une .corrélation positive entre le niveau d'anticorps et
la parasitémie est mise en évidence au début et en fin de transmission.

En conclusion il existe des anticorps anti P 190 naturels de courte
durée dans la population infantile et adulte en zone d'endémie. Cette

constatation doit étre prise en compte pour la recherche vaccinale afin,
d'améliorer la réponse immunitaire " protectrice".

Mots clés : Anticorps anti P190, Plasmodium falciparum, Paludisme.



Summary

We have conducted from July 1988 to Mayl989 a longitidundl
survey with 3 tranversal passages in a zone of sudanian savanna of
Mali at Safo (25 kilometers North-eastern Bamako).

The main objectif of the study is to evaluate the dynami'sm of
natural antibodies anti P190

We have carried out a reasonnable sampling of 97 subjects (60
children and 37 adults ). Blood samples were taken from these
people for test with clinical follow-up done in July1988, November
1988, and May 1989 .

The techniques of Elisa, Western Blot, I.LF.D, and continued
cultivation  of Plasmodium falciparum malaria were realized for
treatment of biological material .

The results confirm the level of paludal hyperendemcity of the
studied area IP(59,5%). Anopheles gambiae sl is the main vector
specy having a sporoitic mark of 17,6%.The dominant type is
MAD20 with an appearance of K1 by the end of rainy season. A
positive correlation between the antibodies level and the
parasitemy was evindeced at the begining and the end of
transmission ' ‘

In conclusion , there are some natural antibodies anti P190 of
short lives in the infantile and adult population of endemic area
This establishment must be taken into account in vaccine research
in order to improve the "protective" immune response.

Words key : Antibodies anti P190, Plasmodium falciparum, Malaria.
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