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Résumé Les Peulhs du cercle de Koro au Mali présentent
une susceptibilité réduite au paludisme, comparés a leurs
voisins, les Dogons, en dépit des conditions socioculturel-
les et de niveaux de transmission du paludisme similaires.
Cependant, les mécanismes responsables de cette hétéro-
généité de la réponse humaine face a 1’agression plasmo-
diale ne sont pas clairement ¢élucidés, particulicrement en
ce qui concerne la réponse humorale spécifique d’antige-
nes au sein des groupes ethniques. Les antigénes apical
membran antigen 1 (AMA1) et merozoite surface protein
1 (MSP1) sont deux candidats vaccin qui jouent un role
central dans I’invasion des érythrocytes et, dans le cas de
AMAL, des hépatocytes par le Plasmodium falciparum.
Nous avons déterminé par la méthode ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) les taux d’anticorps anti-
P falciparum AMA1 et MSP1 (alléle 3D7 et FVO) pour
rechercher d’éventuelles différences entre les deux grou-
pes ethniques. Les résultats de 1’é¢tude ont montré que
I’indice splénique, la moyenne géométrique des anticorps
anti-AMAL1 et des anti-MSP1 étaient significativement
plus élevés chez les Peulhs comparés aux Dogons. En
revanche, I’indice plasmodique était plus faible chez les
Peulhs que chez les Dogons. Nos résultats suggérent que
la susceptibilité réduite des Peulhs au paludisme pourrait
étre liée a une réponse humorale spécifique anti-AMA1 et
anti-MSP1 plus élevée que celle des Dogons.
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Abstract Fulani of Mali are known for their lower suscepti-
bility to Plasmodium falciparum malaria than their neigh-
bours, the Dogon, despite similar transmission conditions.
However, the mechanisms underlying these differences are
poorly understood, particularly those concerning antigen-
specific immune responses. The Apical Membrane Antigen
1 (AMA1) and the Merozoite Surface Antigen 1 (MSP1) are
two malaria vaccine candidates, which play a pivotal role
during the invasion of parasites into erythrocytes, and in
the case of AMAI, of hepatocytes. Therefore, we analyzed
the level of anti-AMAT and anti-MSP1 antibodies (FVO and
3D7 alleles), by using ELISA (Enzyme Linked Immuno Sor-
bent Assay) to investigate whether there are differences bet-
ween the two ethnic groups. Our results show that the sple-
nic rate, the level of anti-AMA1 and anti-MSP1 were
significantly higher in Fulani compared to Dogon; while
the parasite rate was lower in Fulani group compared to
Dogon. Our results suggest that the lower susceptibility of
Fulani to malaria could be due to the higher specific humoral
responses against AMA1 and MSP 1 in Fulani’s ethnic
group compared to Dogon.

Keywords Malaria - MSP1 - AMA1 - Fulani - Dogon -
Mantéourou - Naye - Binédama - Anakédié - Koro Cercle -
Mali - Sub-saharan Africa

Introduction

L’hétérogeénéité de la réponse humaine au paludisme a été
illustrée par des différences interethniques observées au Bur-
kina Faso et au Mali entre les Peulhs et leurs voisins Mossis/
Rimaibés au Burkina Faso ou Dogons au Mali [5,13]. Ces
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¢études ont montré que les Peulhs avaient une réponse immu-
nitaire humorale plus élevée que celle des Dogons en ce qui
concerne les antigénes totaux de Plasmodium falciparum
[5]. Cependant, il existe peu de données concernant la diffé-
rence de susceptibilité interethnique vis-a-vis des antigénes
spécifiques. L’antigéne AMAI1 (apical membrane antigen
1 ») et I’antigéne majeur de la surface du mérozoite 1 (mero-
zoite surface protein 1, MSP1) sont deux antigénes qui
jouent un role trés important dans 1’invasion des érythrocy-
tes par P. falciparum [18]. AMAL est une protéine membra-
naire de 83 kDa comprenant une région intracytoplasmique
de 55 acides aminés et une région extracellulaire de 550 aci-
des aminés. Cette dernicre peut étre divisée en trois domai-
nes. La protéine AMA1 de P. falciparum est trés polymorphe
[6] ; ce polymorphisme est d’une importance capitale, car il
conditionne la réponse protectrice [8]. Les anticorps anti-
AMAL1 sont capables de bloquer in vitro ’invasion des éry-
throcytes par les parasites [4]. Il a été montré que certains
anticorps monoclonaux anti-MSP1 sont des anticorps inhi-
biteurs de I’invasion des érythrocytes, alors que d’autres sont
des anticorps bloquants et/ou des anticorps neutralisant les
premiers [3]. Les anticorps pourraient agir soit directement,
en bloquant ou en empéchant I’invasion des érythrocytes
sains par les mérozoites, soit indirectement par activation
des monocytes effecteurs : cytotoxicité cellulaire dépendant
de I’anticorps (ADCC) [9].

Dans cette présente étude, nous avons évalué la réponse
humorale de I’hdte contre les antigénes AMA1 et MSP1 en
utilisant la technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sor-
bent Assay). Les moyennes géométriques des anticorps anti-
AMAL1 et anti-MSP1 ont été mesurées dans les sérums des
Peulhs et Dogons afin de rechercher une éventuelle diffé-
rence entre ces deux groupes ethniques vivant en sympatrie
au Mali.

Matériel et méthodes
Lieu d’étude

L’étude a été réalisée dans quatre villages (Mantéourou,
Naye, Binédama, et Anakédié) du cercle de Koro au Mali
[5]- Les coordonnées géographiques de ces villages sont
14°3 latitude nord et 3°3 longitude ouest. Ces villages sont
distants les uns des autres tout au plus de 7 km et leur popu-
lation est principalement constituée de Dogons et de Peulhs
vivant en sympatrie. Dans cette zone, la transmission du
paludisme est mésoendémique. P. falciparum est la princi-
pale espéce parasitaire retrouvée et Anopheles gambiae sl est
le principal vecteur. La saison séche dans cette zone s’étend
du mois d’octobre au mois de mai, tandis que la saison plu-
vieuse va du mois de juillet a octobre [5]. Il existe une mare
temporaire a mi-distance entre Naye Dogon et Naye Peulh,

la distance entre Naye Dogon et Naye Peulh étant d’environ
500 m. Il existe également une mare temporaire entre les
villages de Anakédié¢ (Dogon) et de Binédama (Peulh) dis-
tante d’environ 1,5 km ; cette mare est plus proche de Biné-
dama. Il n’existe pas de mares aux environs de Mantéourou
Dogon et Peulh distants de 700 m. La principale activité des
Dogons est ’agriculture et celle des Peulhs est I’¢levage.

Recrutement de la population d’étude

La population d’étude était constituée par des volontaires
agés de 2 a 60 ans, provenant des quatre villages cités, enro-
Iés a la fin de la saison de transmission en novembre 1999.
Les gouttes épaisses ont été réalisées par un prélévement au
niveau du bout des doigts. Les prélévements du sang total
(4 ml) ont été effectués au niveau du pli du coude dans des
tubes secs. Le sérum a été obtenu aprés centrifugation a
1 500 tours par minute pendant cinq minutes. Ce sérum a
été fractionné en parties aliquotes dans des tubes Eppendorf
congelés a —80 °C en attendant 1’étude sérologique. Nous
avons effectué un appariement randomisé entre les groupes
ethniques en fonction de leur dge. Au total, 164 participants
ont été appariés au hasard pour 1’étude sérologique. Tous les
donneurs étaient apparemment asymptomatiques au moment
de la collecte des échantillons.

Méthodes de laboratoire

Les gouttes épaisses ont été colorées par le Giemsa et lues au
microscope a 1’objectif & immersion par rapport a 300 leuco-
cytes et ’estimation de la densité parasitaire effectuée sur la
base de 7 500 leucocytes par millimétre cube de sang.

Les antigénes recombinants AMA1 FVO et AMA1 3D7
ont été exprimés dans Pichia pastoris préalablement décrits
par Kennedy et al., 2002 [10] ; et les antigénes recombinants
MSP1 FVO et 3D7 ont été exprimés dans Escherichia coli
préalablement décrits par Stowers et al., 2002 [16].

La mesure par ELISA des anticorps anti-AMAL et anti-
MPSI a été effectuée par une méthode standardisée décrite
préalablement par Malkin et al. [11]. Les plaques ELISA ont
été sensibilisées avec 100 ng de AMA1 (FVO), AMAI
(3D7) par puits et incubées a 4 °C pour toute la nuit. Les
sites de fixation d’antigéne ont ensuite été saturés en ajoutant
une solution de lait écrémé (Difco, Inc., Detroit, MI) a 5 %
dans du PBS (phosphate-buffered saline, pH : 7,4). Les
sérums apres dilution au 1/1 000 dans cette méme solution
ont été ajoutés dans les puits sensibilisés et ensuite incubés
pendant deux heures a la température du laboratoire. Apres
un lavage extensif au laveur, les plaques ont été incubées
avec des anticorps de chévre anti-IgG humain conjugués a
la phosphatase alcaline (Kirkegaard & Perry Laboratories,
Inc., Gaithersburg, MD), dilués dans du solvant de saturation
(5 % de lait écrémé dans du PBS) pendant deux heures a la
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température du laboratoire. Les anticorps fixés ont été révé-
1és en ajoutant du p-nitrophényl phosphate Sigma 104 subs-
trate (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Les absorbances
ont été lues a la longueur d’onde de 450 nm en utilisant le
spectrophotométre VERSAmax™ 340PC (microplate rea-
der, Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA). Nous avons
incorporé en double dans chaque plaque la dilution en série
d’un pool de sérums standard pour la détermination de la
courbe d’étalonnage. Cette courbe d’étalonnage a ensuite
été utilisée pour convertir les absorbances des liaisons anti-
geéne—anticorps en unités d’anticorps en utilisant le logiciel
(SOFTmax”™ PRO ver. 3, Molecular Devices Co.). Le stan-
dard du sérum humain anti-AMAL a été préparé en collec-
tant du sérum chez dix individus résidant au Mali.

Gestion des données et méthodes statistiques

Les données ont été saisies et analysées sur SPSS (version
18). Les concentrations des anticorps ont été comparées
entre les différents groupes ethniques par le test de Mann-
Whitney en utilisant le logiciel SPSS. 18 (Statistical Package
for Social Science CHICAGO, IL, Etats-Unis). La valeur de
p inférieur a 0,05 a été considérée comme étant statistique-
ment significative.

Aspect éthique

Le protocole de 1’étude a été approuvé par le comité
d’éthique de la faculté de médecine de pharmacie et d’odon-
tostomatologie du Mali. Tous les patients inclus dans 1’é¢tude
ont signé un consentement éclairé ou ont fait 1’objet d’un

assentiment éclairé signé par un parent lorsqu’il s’agissait
de mineurs. Toutes les dispositions étaient prises pour éviter
une contamination accidentelle de la population d’étude et
du personnel d’enquéte (port de gants, utilisation de matériel
ausage unique). Tous les cas de paludisme ou d’autres affec-
tions courantes de la population ont été pris en charge par le
protocole.

Résultats

Caractéristiques sociodémographiques
et parasitocliniques de la population d’étude

L’étude a porté sur 84 Dogons et 81 Peulhs. La moyenne
d’age entre les deux groupes ethniques était comparable :
11,2+ 6,7 ans (Dogons) et 11,3+6,6 ans (Peulhs). Le
Tableau 1 montre qu’il n’y avait pas de différence significa-
tive entre les deux groupes ethniques en termes d’indice
splénique ; en revanche, I’indice plasmodique était signifi-
cativement plus ¢élevé chez les Dogons que chez les Peulhs
(p=0,02).

Moyennes géométriques des anticorps anti-AMA1
et anti-MSP1 en fonction des groupes ethniques

Les Peulhs avaient des taux d’anticorps anti-AMAI et anti-
MSP1 statistiquement plus élevés (p < 10*) que les Dogons,
et cela était valable pour les deux alléles FVO et 3D7
(Tableau 2).

Tableau 1 Caractéristique parasitoclinique de la population d’étude / Clinical and parasitological characteristics of the study

population
Ethnies Splénomégalie Portage de Plasmodium falciparum
n Présence % n Présence de parasite %
de Splénomégalie
Dogon 67 32 47,8 82 24 29,3
Peulh 40 17 42,5 72 8 11,1
P 0,7 0,02

Tableau 2 Moyennes géométriques des anticorps anti-AMA1 (FVO et 3D7) et anti-MSP1 (FVO et 3D7) en fonction des groupes
ethniques / Geometric means of anti-AMA (FVO and 3D7) and anti-MSP1 (FVO and 3D7) antibodies according to ethnic groups

Ethnies Moyennes géométriques des taux d’anticorps
Anti-AMA1 FVO Anti-AMA1 3D7 Anti-MSP1 FVO Anti-MSP1 3D7
Dogon (n = 83) 6,4 6,5 3,5 4,7
Peulh (n = 81) 7,8 7,7 6,7 6,8
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
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La Figure 1 montre que le taux d’anticorps anti-AMA1
allele FVO est significativement plus élevé chez les Peulhs
que chez les Dogons dans les tranches d’age de six—neuf ans
et supérieures a 15 ans ; dans la méme figure, pour ’alléle
3D7, nous avons noté la méme tendance dans le groupe
d’age compris entre six—neuf ans (p = 0,002). Nous avons
enregistré un taux d’anticorps anti-MSP1 pour les deux alle-
les (FVO et 3D7) et pour toutes les classes d’age statistique-
ment plus élevé (p <0,05) chez les Peulhs que chez les
Dogons (Fig. 2).

Moyenne géométrique des anticorps et portage de
P. falciparum

Le Tableau 3 indique que les taux d’anticorps anti-AMA1 et
anti-MSP1 étaient significativement plus élevés chez les
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Peulhs que chez les Dogons pour les deux alléles FVO et
3D7, aussi bien chez les porteurs du P. falciparum que chez
les non-porteurs (p < 0,05).

Discussion

Larelative protection des Peulhs par rapport aux autres grou-
pes ethniques contre le paludisme a été étudiée par Modiano
et al. [13] au Burkina Faso. Dans la présente étude, nous
avons exploré par la technique ELISA, I’immunité humorale
spécifique anti-P. falciparum au sein des groupes ethniques
vivant en sympatrie dans une zone d’endémie palustre. Au
cours d’une étude précédente, nous avons comparé les indi-
cateurs paludométriques parmi les groupes ethniques sympa-
triques pour étudier I’hétérogénéité dans la réponse a ’infec-
tion a P, falciparum [5]. Malgré les facteurs socioculturels et
les taux d’inoculation entomologique comparables entre les
deux groupes ethniques, les Peulhs avaient un indice splé-
nique élevé, un indice plasmodique faible et étaient moins
affectés par la maladie [5].

D’autres études ont démontré que les anticorps IgM et
IgG antiantigénes totaux de P, falciparum sont significative-
ment plus élevés chez les Peulhs comparés a leurs voisins
dogons et mossis [2,5,7]. Cependant, il existe peu de don-
nées concernant la réponse humorale contre des antigénes
spécifiques de P. falciparum au Mali ; ainsi I’évaluation de
la réponse immunitaire humorale contre les antigénes mala-
riques spécifiques candidats vaccins (AMA1 et MSP1) nous
permettra de déterminer la distribution naturelle de ces anti-
geénes dans les zones d’endémies ot sont testés les vaccins a
base de ces antigenes. Les résultats de la présente étude mon-
trent que tous les sujets, tous dges confondus, produisent des
anticorps anti-AMA1 et anti-MSP1 avant I’administration de
vaccins.

Nous avons trouvé que les taux d’anticorps anti-AMA1 et
anti-MSP1 étaient significativement plus élevés chez les
Peulhs que chez les Dogons et pour les deux alléles FVO
et 3D7. Cela est en accord avec I’hypothése que I’indice
plasmodique bas observé chez les Peulhs et la faible inci-
dence du paludisme au sein de ce groupe ethnique seraient
dus aux taux élevés en anticorps anti-AMAI et anti-MSP1
chez les Peulhs. Ces anticorps pourraient agir soit par blo-
cage, inhibition, neutralisation et par un phénomeéne de cyto-
toxicité cellulaire dépendant de 1’anticorps et médiée par les
phagocytes mononuclés [9] et accélérer ainsi la clairance
parasitaire. Nous n’avons pas trouvé d’association entre les
taux d’anticorps anti-AMAI1 et le portage de P. falciparum.
En revanche, les taux d’anticorps anti-MSP1 étaient négati-
vement associés au portage de P. falciparum (anti-MSP1
FVO et anti-MSP1 3D7).

La comparaison des taux d’anticorps dans les deux grou-
pes ethniques en fonction des groupes d’dge a aussi montré
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Tableau 3 Moyenne géométrique des anticorps anti-AMAL et anti-MSP1 en fonction du portage de Plasmodium falciparum / Geo-
metric means of anti-AMA (FVO and 3D7) and anti-MSP1 (FVO and 3D7) antibodies according to Plasmodium falciparum carriage
Portage de Ethnie Anti-AMA1 FVO Anti-AMA1 3D7 Anti-MSP1 FVO Anti-MSP1 3D7
P. falciparum MG P MG P MG P MG P
P. falciparum — Dogon 6,6 < 0,001 6,6 0,002 3,8 < 0,001 5,2 < 0,001

Peulh 7,7 7,5 6,7 6,8
P falciparum + Dogon 5,9 0,01 6,1 0,008 2.8 < 0,001 3,8 < 0,001
Peulh 8,8 8,2 6,4 6,9
MG = moyenne géométrique.
des différences entre Peulhs et Dogons. Ces résultats concor-  Références

dent avec ceux trouvés dans la méme localité [1,12]. Les
taux d’anticorps anti-AMA1 variaient en fonction des grou-
pes d’age dans les deux groupes ethniques.

L’indice splénique plus €levé chez les Peulhs est en
accord avec la physiopathologie du paludisme, la rate jouant
un réle capital dans la production des anticorps et étant le
lieu de stockage des cellules B mémoires. Cela pourrait ame-
ner & penser que la forte réponse humorale observée chez les
Peulhs pourrait résulter d’une activation précoce d’une
importante population cellulaire B mémoire dans la pulpe
blanche de la rate en fonction du degré d’exposition et de
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bonne compréhension de la susceptibilité au paludisme et de
I’hétérogénéité de la réponse humaine face a 1’agression par
P. falciparum.
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