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RESUME 
Le paludisme, causé par P. falciparum et répandu en région tropicale, est une maladie dont le contrôle 
requiert l’interaction de tous les éléments de notre système immunitaire. Ainsi des anticorps sont pré-
sents à tout moment chez les individus en zone endémique, sans pour autant les préserver de la maladie 
qui peut survenir surtout chez les enfants sous forme grave. La question est de savoir si ces anticorps 
sont encore inductible chez ces personnes, au quel cas, leur taux varieraient avant, pendant et après la 
survenue d’une crise de paludisme. Cette étude a pour objectif de déterminer la spécificité des anticorps 
produits face á deux candidats vaccin importants, afin de mettre évidence une induction de ces anticorps 
spécifiques pendant et suite á une crise du paludisme. Les taux d’expression des isotypes d’anticorps 
IgG ont été mesurés á partir du plasma de 125 enfants béninois pendant le paludisme et après leur réta-
blissement. La présence de parasite a été déterminée par microscopie et celle de l’ADN de parasites 
confirmé par la réaction de polymérase en chaine gigogne ou nichée (nPCR). Les résultats indiquaient 
que les taux d’IgG totaux diminuaient quoique faiblement après rémission. Les résultats de PCR suggé-
raient aussi une sensibilité de 100% pour la PCR (% d’échantillons positifs par microscopie et correcte-
ment identifiés par nPCR) et une spécificité de 77% (% d’échantillons négatifs par microscopie correcte-
ment identifiés par nPCR). 
Mots clés : Paludisme,  Anticorps anti-MSP-119,  -PfSE, PCR gigogne 

 
ABSTRACT 
Malaria caused by P. falciparum is a disease, which control requires the entire immune system.  
Antibodies are made all time in individuals that are living in endemic areas, without evidence of their pro-
tective role, as severe disease can still occur from time to time in children. The question is whether these 
antibodies were inducible in case of disease in highly endemic areas. We set to evaluate the antibody 
induction in children during the disease and after recovery. Antibody isotypes were measured in plasma 
of 125 children during malaria episode. The parasitemia was determined by microscopy and parasite 
DNA confirmed by nested PCR. Total IgG increase slightly after recovery. Nested PCR was 100% sensi-
tive and 77% specific.  
Keywords: Malaria, anti-MSP-119,  -PfSE antibody, nested PCR. 

 
INTRODUCTION 
Le paludisme, causé par P. falciparum et répan-
du en région tropicale, est une maladie dont le 
contrôle requiert l’interaction de tous les élé-
ments de notre système immunitaire. Ainsi des 
anticorps sont quasi présents chez les individus 
en zone endémique, sans pour autant les préser-
ver de la maladie qui peut survenir surtout chez 
les enfants sous sa forme grave. La mise au 
point d’un vaccin qui pourrait être appliquée en 
zone endémique reste donc une équation dont la 
résolution implique le contrôle préalable de la 
transmission en dessous du seuil de la préva-
lence qui assure une transmission permanente 
des parasites. Ceci devrait permettre au système 
immunitaire de recouvrer sa force, et de sortir de 
la fatigue immunitaire que témoigne la présente 
chez les individus en zone endémiques des 

cellules T et B spéciales dites « exhausted » 
(Langhorne J et al, 2008).  

 
La défense immunitaire est élaborée contre 
chaque étape du cycle de développement du 
parasite à partir de l’entrée des sporozoïtes, 
forme infectieuse dans l’organisme. La protéine 
de la surface des mérozoites (MSP1) fait partie 
des antigènes qui sont très immunogéniques et 
qui sont reconnus largement au sein de la popu-
lation endémique (Carvalho L et al, 2002, Holder 
A et al, 1994). L’induction des immunoglobulines 
au cours du paludisme est primordiale dans le 
contrôle de la maladie et a été bien documentée. 
Cependant, la quasi présence de l’infection avait 
conduit á une production massive de ces der-
niers, probablement peu protecteurs avec des 
taux très élevés et une prévalence ne variant pas 
selon la maladie ou les saisons de transmission 
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(Gbenoudon et al, 2016). Chez les populations 
des régions où le paludisme est endémique, 
l’infection palustre induit de fortes réponses 
immunes humorales, impliquant une production à 
prédominance d’IgM et d’IgG mais aussi d’autres 
isotypes d’immunoglobulines, notamment les 
sous classes d’IgG : IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4.  

 
Bien que les anticorps de différents isotypes 
puissent avoir des fonctions protectrices, les IgG 
sont à cet effet, les plus performantes dans la 
protection antipaludique. IgG1 et IgG3 sont les 
isotypes d’anticorps prédominant produits en 
réponse aux antigènes du mérozoïte (Nebie I et 
al, 2008, Polley SD et al, 2006, Rzepczyk CM et 
al, 1997). IgG1 et IgG3 sont cytophiliques et 
cellules T dépendant, ont une grande affinité 
pour les récepteurs Fc et sont médiateurs dans 
l’activation des phagocytes et la fixation du 
complément (Bredius RG et al, 1994). Il a été 
suggéré que IgG3 est plus efficace dans la 
médiation de ces processus (Bredius RG et al, 
1994).  Les taux d’IgG1 sont plus élevés dans le 
cas de paludisme simple (Satoguina, non publié). 
Des taux significativement élevés d’IgG3 dans 
certaines populations sont associés à des épi-
sodes de la maladie.  

 
Toutefois, les concentrations élevées d’IgG2 
pourraient aussi être associées à la diminution du 
risque d’infection par P. falciparum (Kouton M et 
al, 2009). Il est difficile de savoir si les individus 
ont une préférence pour produire une sous-
classe particulière, indépendamment de l'anti-
gène ou la réponse des sous-classes d’IgG est 
générée de façon indépendante pour chaque 
antigène et comment cela se rapporte à l'immuni-
té protectrice. Bien que les facteurs déterminant 
les réponses des isotypes aux antigènes ne sont 
pas encore bien définis, les propriétés antigé-
niques, l’âge de l’hôte, l’exposition répétée et les 
déterminants génétiques ont été associés à la 
nature de la réponse des isotypes IgG (Aucan C 
et al, 2001 ; Bouharoun-Tayoun H et al, 1992 ; 
Garraud O et al, 2002 ; Ntoumi F et al, 2002). 

 
Plusieurs années après le changement de la 
politique de traitement qui a conduit dans en 
Afrique de l’Ouest, á une réduction dramatique 
de l’incidence du paludisme de même que des 
taux de mortalité (WHO, 2015, Satoguina et al, 
2009), nous nous posons la question du carac-
tère inductible des anticorps après une crise 
palustre. La présente étude se propose donc de 
déterminer : 
1) l’induction des anticorps chez les enfants en 
pleine crise palustre et après rétablissement des 
patients, 2) la nature des isotypes qui caractéri-
sent cette réponse.  

MATERIEL ET METHODES 
Site d’étude et collection des échantillons  
Cette étude s’est déroulée à Cotonou et à 
Abomey-Calavi, de Septembre à Décembre 
2010, sur des sujets reçus en consultation dans 
les hôpitaux suivants, hôpital de zone 
d’Abomey-calavi (Abomey-Calavi) et Centre 
médico-social Santé pour tous « Djidjoho » 
(Cotonou). Les deux sites sont distants de 20 
km. Le recrutement des sujets, la collecte 
d’échantillons de sang et les examens hémato-
logiques se sont déroulés aux laboratoires 
d’analyses des hôpitaux respectifs. 
 
Tous les prélèvements de sang sont ensuite 
traités au Laboratoire de Biochimie et de Biolo-
gie Moléculaire (LBBM) et au Laboratoire de 
Cytologie, ISBA, Cotonou. L’analyse des iso-
types d’anticorps IgG, et la détection des gènes 
de parasite se sont réalisées dans les labora-
toires de « Medical Research Council Laborato-
ries (MRC) » en Gambie. La population d’étude 
est essentiellement constituée d’enfants, âgés 
de 2 à 14 ans, reçus en consultation à l’hôpital 
et à qui un examen de goutte épaisse (GE) a 
été demandé. Au total 125 enfants ont été re-
crutés pour cette étude.  
 
Le recrutement des patients enfants a eu lieu 
après explication de l’étude et obtention libre de 
la signature du formulaire de consentement 
éclairé des guides ou parents des patients. Les 
signatures des formulaires sont faites par les 
adultes accompagnants. Cette étude a été pré-
sentée au Comité Nationale Provisoire 
d’Ethique en Recherche de la Santé du Bénin. 
Tout enfant béninois ou vivant sur le territoire 
béninois depuis au moins un an de façon conti-
nue et âgé de 2 à 14 ans, soupçonné d’avoir le 
paludisme était éligible. 
 
Un échantillon de 7 ml de sang a été prélevé 
dont une partie a été transférée dans un tube 
EDTA pour l’isolement de plasma, d’ADN para-
sitaire et pour le marquage cellulaire ; le reste 
dans les tubes Paxgene™  de collection de 
sang pour l’isolement d’ARN. Les  dernières 
gouttes ont servi à réaliser deux lames de 
goutte épaisse pour la confirmation du diagnos-
tic et la détermination de la densité parasitaire.  
Un deuxième prélèvement a eu lieu 28 jours 
après le premier et a porté sur 56 enfants des 
125 reçus au jour 0. 
 

Détection des anticorps : Enzyme-linked im-
munosorbent assays (ELISA) a été utilisée pour 
détecter les isotypes d’anticorps IgG totaux et 
IgG2, IgG3 et IgG4 dans les plasmas avec les 
antigènes recombinants MSP-119 et l’extrait total 
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du parasite P. falciparum, PfSE selon la méthode 
utilisée par Satoguina et al, 2009. Tous les tests 
effectués avec chaque échantillon de plasma 
sont testés dans les puits en duplicata et c’est la 
valeur moyenne qui est utilisée. Les densités 
optiques lues ont été corrigées en soustrayant la 
valeur de DO lue pour la réactivité des anticorps 
anti-GST pour MSP-119 qui a une fusion avec 
GST. Les réactivités des anticorps de 18 indivi-
dus contrôle négatif (touristes européens en 
Gambie), ont été également mesurées. Les 
valeurs de DO corrigées ont été normalisées par 
rapport à une valeur de DO lue pour le standard 
(Brefet pool), et utilisées pour l’analyse des 
données. 

 
Extraction d’ADN et nested PCR (nPCR) : 
L’ADN a été extrait à partir du sang total en 
utilisant le Xtractor Gene

TM
 Robot (Corbett 

Research Pty Ltd, Australia) en accordance 

avec le protocole du fabricant. La nested PCR 
(nPCR) est une méthode d’amplification en 
deux paliers, proposée par Snounou en 1993 
(Snounou G, 1993). Le schéma d’amplification 
employé ainsi que les séquences des oligonu-
cléotides utilisés, qui sont basées sur les gènes 
ssrRNA (McCutchan TF et al, 1988 ; Waters AP 
et al, 1989), sont détaillés dans les tableaux 1.1 
et 1.2.  
Deux primers rPLU5 et rPLU6 sont utilisées 
pour le premier cycle d’amplification  
(Nest 1). 1µl du produit obtenu de cette amplifi-
cation est utilisé dans un deuxième cycle 
d’amplification (Nest 2) avec comme primers 
spécifiques au gène de P. falciparum, Plasmo1 
et Plasmo2.  
 
Comme contrôle positif et contrôle négatif nous 
avons utilisé respectivement l’ADN de parasite 
et l’eau de PCR, inclus dans chaque PCR. 

 
Tableau 1: PCR mix 

 
La PCR a été réalisé dans le thermocycleur DNA Engine, PTC-200 (MJ Research) suivant le profil ther-
mique présent dans le tableau 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Nest 1 Nest 2 

Composantes Volume Concentration 

finale 

Volume Concentration 

finale 

PCR H2O 9,88 µl   11,18 µl   

 MgCl2 

(Thermopol) 

1,5 µl 1X 1,5 µl 1X 

rPLU5 0,6 µl 0,4µM     

rPLU6 0,6 µl 0,4µM     

Plasmo 1     0,45 µl 0,4µM 

Plasmo 2     0,45 µl 0,4µM 

dNTPs 0,3 µl 0,2mM ea* 0,3 µl 0,2mM ea 

Taq 0,12 µl 0,04 U/µl 0,12 µl 0,04 U/µl 

ADN 2 µl   1 µl de nest1   

Total 15 µl 15 µl 

*chaque dNTP 
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Tableau 2 : Séquences des primers et conditions de PCR  

 
Analyses statistiques 
Les données d’ELISA sont traitées avec les logiciels Revelation Quick® Link  et Ascent du lecteur de 
microplaques pour le calcul des densités optiques et des concentrations par puits à l’aide du standard. 
Les données ont été ensuite entrées dans un classeur Microsoft Excel 97-2003 pour être analysées par 
le logiciel GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software,San Diego, CA, USA). 
 
RESULTATS 
Les caractéristiques cliniques des participants à l’étude sont résumées dans le tableau 3 suivant. Des 
125 enfants de 2-13 ans, recrutés au jour 0, 56 sont revenus en consultation au jour 28. 
 
Tableau 3 : Caractéristiques de la population d'étude 

 
Détection de Plasmodium falciparum dans la population d’étude par la technique de PCR gigogne 
ou nPCR à partir du sang total 

 
Nous avons réalisé une PCR gigogne à partir du sang total sur tous les échantillons, ce qui nous a permis de 
confronter ces résultats à ceux obtenus en microscopie sur les mêmes échantillons. 
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 4. Au J0, la prévalence de parasites déterminée par 
microscopie est de 44% (55 des 125 lames de GE lues) contre 57% (71 des 125) par nPCR. Au jour 28, la 
prévalence de parasites déterminée par microscopie est de 4% (2 des 56) contre 12% (7 des 56) par nPCR 
(résultats non montrés).  
 
Ces résultats suggèrent que la nPCR, réalisée à partir du sang total, a une sensibilité de 100% (c'est-à-dire 
le pourcentage d’échantillons positifs par microscopie correctement identifiés par nPCR) et une spécificité de 
77% (c'est-à-dire le pourcentage d’échantillons négatifs par microscopie correctement identifiés par nPCR). 

 
 

 
 
 

Primers Séquence (5'→3') Conditions de PCR 

rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 

94°C pour 3 min; suivi par 30 cycles de 

94°C pour 30 s, 58°C pour 30s et 72°C 

pour 90 s; suivi par 72°C pour 5 min 
rPLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 

Plasmo 1 GTTAAGGGAGTGAAGACGAT 94°C pour 3 min; suivi par 35 cycles de 

94°C pour 30 s, 58°C pour 30s et 72°C 

pour 90 s; suivi par 72°C pour 5 min Plasmo 2 AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 

	

*Hôpital de zone d’Abomey-calavi, **Centre médico-social Santé pour tous 

  Nombre Age, mean±SD 

(min-max) 
Taux d'hémoglobine 

mean±SD 

Jour 

0 

Jour 

28 

  Jour 0 Jour 28 

HAC* 100 45 6,5 ± 3,3 (2-13)  

CMS**  25 11 6,2 ± 3,0 (2-13) 

Total 125 56 6,4 ± 3,3 (2-13) 

Goutte épaisse positive 55 2   9,9± 1,8 10,3 ±0,4 

Goutte épaisse négative 70 54 10,8 ± 1,3 11,2 ±1,1 
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Tableau 4: Tableau de contingence des résultats de microscopie et de nPCR des sujets au Jour 0 

 
Mesure par ELISA indirect des taux (DO) des isotypes d’anticorps IgG face à deux antigènes de P. 
falciparum dans les plasmas des patients, à l’enrôlement et au 28

ème
 jour. 

La proportion d’individus ayant un taux d’anticorps supérieur au seuil de positivité, sans distinction 
d’individus ayant une GE positive ou négative, suivant les deux dates est indiquée dans le tableau 5 ci-
dessous. Le seuil de positivité était égal à la moyenne arithmétique + 2 fois l’écart-type (moy+2SD) de la 
réactivité mesurée (en densité optique) des 18 plasmas contrôles. 
Les taux des différents isotypes d’anticorps mesurés variaient selon les antigènes (tableau 5). La préva-
lence d’IgG est plus élevée pour PfSE (42,4% et 53,6%) que pour MSP-119 (22,4% et 28,5%). Par contre 
le nombre d’individus ayant IgG2, IgG3 et IgG4 est plus élevé pour MSP-119 que pour PfSE. 
 
Tableau 5: Proportion d’individus ayant un taux d’anticorps spécifiques aux antigènes 

*Pour MSP-119, le seuil de séropositivité calculée pour les isotypes IgG, IgG2 et IgG3 ayant une 
valeur négative, 0 est pris comme valeur seuil de positivité. 

 
La deuxième partie de notre analyse s’est focalisée sur les 56 sujets, qui sont revenus au 28

ème
 jour. Ainsi 

sur ces derniers nous avons distingué 2 groupes à l’enrôlement, le groupe de ceux qui ont une goutte 
épaisse négative (n=25) et celui ayant une goutte épaisse positive (n=31). Nous avons comparé les ré-
ponses anticorps de chacun des groupes selon les 2 antigènes en suivant le modèle J0-J28.  
 
Expression des isotypes selon deux antigènes recombinants du Pf chez les patients GE positive et 
GE négative  
Sur la figure 1, on remarque que l’antigène MSP-119 révèlent en prépondérance les isotypes IgG et IgG3 
quelque soit le groupe (Figure 1.A et B). Cette réponse est plus élevée chez les patients GE+ (Figure 1.A) 
que chez les patients GE- (Figure 1.B). L’antigène PfSE révèle en prépondérance, en plus de IgG et IgG3, 
l’isotype IgG4 (Figure 1.C et D). Les taux d’anticorps sont en général plus faibles chez les patients ayant une 
GE négative (Figure 1.D) que chez ceux ayant une GE + (Figure 1.C). 
 
Comparaison des réponses des isotypes d’anticorps entre Jour 0 et Jour 28 
Sur les figures 6. A, B et C, nous voyons que les patients secrètent légèrement plus d’IgG totaux spécifique 
à MSP-119 et PfSE au jour 0 comparativement au jour 28 (p=0,03et p<0.0001 pour MSP-119 et p=0,03 pour 

N, nombre d’individus 

 MSP-119 PfSE 

 Jour 0 (N=125)  Jour 28 (N =56)  Jour 0 (N =125)  Jour 28 (N =56) 

IgG* 28 (22,4%)  16 (28,5%)  53 (42,4%)  30 (53,6%) 

IgG2* 76 (60,8%)  40 (71,4%)  1 (0,8%)  2 (3,6%) 

IgG3* 47 (37,6%)  13 (23,2%)  18 (14,4%)  4 (7,1%) 

IgG4 61 (48,8%)  25 (44,6%)  13 (10,4%)  12 (21,4%) 

	

   GE+ : goutte épaisse positive ; GE - : goutte épaisse négative ; J0 : jour 0 ; J28 : jour 28 

Nested PCR 
Microscopie 

  

 Positive (n = 55) Négative (n= 70) Total (N = 125) 

Positive 55 (100%) 16 (23%) 71 

Négative 0 54 (77%) 54 
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PfSE). Les figures 6.A et C montrent une induction de l’isotype IgG3 spécifique aux deux antigènes au  
jour 0. Cette induction est maintenue voir augmentée au jour 28. 
 
En résumé, on constate une forte induction des IgG totaux et IgG3 pendant la phase aigue de la maladie. Ce 
taux baisse légèrement pour les IgG totaux et est maintenu pour l’isotype IgG3, 28 jours après rétablisse-
ment des patients. 

Figure 1: Taux (DO) des isotypes d’anticorps anti- PFSE et MSP1/19.  
 
Plasmas de patients ayant une goutte épaisse positive, A. et C., (n = 31) et de patients ayant une 
goutte épaisse négative, B. et D., (n = 25), suivant J0 et J28.  
Chaque point sur la figure représente un patient.  
Les différences statistiques sont détectées avec le texte non paramétrique de Wilcoxon’s matched-
pairs test et sont indiquées sur les graphiques.  
Les différences sont considérées comme significatives avec p < 0,05.  
 
 

DISCUSSION 
Dès l’introduction du parasite dans le sang, il y a 
production des anticorps contre ses différents 
antigènes pour son élimination. Cette production 

est spécifique. Toutefois les isotypes d’anticorps 
IgG1 et IgG3 sont les anticorps prédominant 
induits à l’encontre des antigènes de P. falcipa-
rum. Ces anticorps, à activité cytophilique, sont 
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fortement associés  à la protection (Lusingu JP et 
al, 2005 ; Dodoo DA et al, 2008 ; Aubouy A et al, 
2007). Nos résultats montrent que les IgG totaux 
et l’isotype IgG3 sont les anticorps les plus 
abondants secrétés en réponse aux antigènes 
recombinants testés (figure 6).  
 
Vue la forte corrélation, entre les réponses des 
IgG totaux et  de l’isotype IgG1 face à MSP-119, 
démontrée récemment (Stanisic DI et al, 2009), 
nous pouvons dire que la forte induction d’IgG 
totaux, observée dans cette étude, serait due à 
IgG1.  

 
Dans le but de voir l’évolution de la réponse 
anticorps pendant la phase aigue de la maladie 
et après rétablissement, nous avons effectué une 
mesure des mêmes anticorps chez les mêmes 
patients au jour 28.  

 
 

Nos résultats montrent que l’induction des IgG 
totaux face à l’antigène MSP-119  diminue faible-
ment après rémission (figure 6. A ; p= 0,03). Ce 
constat est pareil pour l’isotype IgG3 quand bien 
même aucune différence statistiquement signifi-
cative n’est observée. ce résultat est contraire à 
celui obtenu sur des enfants kényans ayant le 
paludisme symptomatique où il est montré une 
baisse de 50% de la réponse anticorps IgG1 et 
IgG3 contre les mêmes antigènes recombinants 
utilisés ici en moins de dix jours (Kinyanjui SM et 
al 2007). Mais nos résultats vont dans le même 
sens que ceux d’une autre étude qui a montré 
que les réponses des isotypes d’anticorps face 
aux antigènes diminuent faiblement chez les 
enfants gambiens âgés de plus de cinq ans 
(Akpogheneta O et al, 2007), la moyenne d’âge 
de notre population d’étude étant 6,4 ± 3,3. 

 

En effet, les cellules plasmatiques respon-
sables de la production d’anticorps peuvent 
avoir une courte durée comme une longue du-
rée de vie. Les cellules plasmatiques à courte 
durée de vie ont besoin d’être reconstituées par 
les cellules B mémoires alors que celles à 
longue durée de vie survivent et secrètent des 
anticorps par un mécanisme indépendant  
(Slifka MK et al, 1998 ; Manz RA et al, 2005).  
 
Ainsi, à partir de nos résultats, nous pouvons 
dire que la longévité de la réponse anticorps en 
l’absence d’une réinfection dépend des cellules 
plasmatiques à longue durée de vie.  

 
CONCLUSION 
Le paludisme reste endémique. Cependant les 
mesures de contrôle commencent à montrer 
des résultats positifs qui font croire à une pos-
sibilité de vaccin antipaludique. Pour ce faire, 
les mécanismes de réponse immune spécifique 
au contexte de paludisme endémique doivent 
être encore élucidés. D’où cette étude dont les 
résultats ont démontré, en accord avec d’autres 
études, que la réponse humorale face au palu-
disme est sélective. Ainsi les isotypes IgG1 et 
IgG3 sont les anticorps les plus abondants à 
l’encontre des antigènes recombinants du 
Plasmodium falciparum.  
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