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Summary: Epidemiology of malaria in a village of Sudanese savannah area in Mali. malaria
1.Anti-TRAP and anti-CS humoral response. immune response
Vaccine development research is an important component of malaria control strategies. Thrombos epldem_lology

. . - . . . anti-TRAP
pondin related anonymous protein (TRAP) and the circumsporozoite (CS) protein are two antigens anti-cs
of sporozoite surface. Immune response to these two antigens may contribute to the development .

; . . ) 2 . : seasonal variation
of anti-sporozoite vaccine. Recent studies suggest that antibodies anti-TRAP may partially block spo morbidit
rozoites penetration in hepatocyte, and thereby reducing malaria morbidity. Bancoumang
We carried out a study to assess the seroprevalence of anti-TRAP and anti-CS antibodies and to iden Mali

tify a possible role of these antibodies on malaria morbidity in children 1-9 years old living in a rural
hyperendemic village. We performed 5 cross sectional surveys and a longitudinal follow up in 1993
and 1994. During each cross sectional study, children were examined for fever and splenomegaly;
all febrile children received thick film examination, and serologic analysis was performed in one third
of these, randomly selected. The results show that the seroprevalence of anti-TRAP and anti-CS
varied with age and season (p < 0,05). Association between the prevalence of anti-TRAP and sple
nomegaly was observed during two cross sectional surveys (June and October 1993). The presence
of anti-TRAP antibody was associated with Plasmodium falciparum infection at the beginning of the
transmission season (June 1993 and July 1994). A negative association between the level of anti-
TRAP title and parasitemia was observed (March and October 1994).

These findings suggest no clear evidence of the protective role of anti-TRAP antibodies in uncom

plicated malaria, possibly due to the limited persistence of these antibodies under natural situations.

Résumé :
La recherche vaccinale constitue une voie d’avenir pour le contréle du paludisme. Les protéines

thrombospondin related anonymous protein (TRAP) et circumsporozoite (CS) sont deux antigénes
de la surface du sporozoite. La réponse humorale contre ces 2 antigénes pourrait contribuer au

Sub-Saharan Africa

paludisme
réponse immunitaire
épidemiologie

développement d’une immunité anti-sporozoite chez les individus des populations vivant en zone anti-TRAP
d’endémie palustre. Les travaux récents suggerent que les anticorps anti-TRAP pourraient bloquer anti-CS
en partie la pénétration des sporozoites dans I’hépatocyte et réduire en conséquence la morbi variation saisonniere
dité palustre. morbidité
Nous avons mené une étude dans le but de déterminer la séroprévalence anti-TRAP et anti-CS et Bancoumana
rechercher le réle de ces anticorps dans la protection contre la morbidité palustre chez les enfants Mali

de 1 a 9 ans vivant dans un village rural d’endémie palustre. L'étude a comporté cing enquétes
transversales et deux enquétes longitudinales cliniques en 1993 et 1994. Au cours des enquétes
transversales, une prise de température, une palpation de la rate et une prise de sang (confection
de goutte épaisse + sérum pour I'immunologie) ont été effectuées. Nous avons observé que les
séroprévalences anti-TRAP et anti-CS varient selon I’'age et les passages (p < 0,05). Une associa
tion positive entre la présence des anticorps anti-TRAP et la splénomégalie a été observée au
cours de deux passages transversaux (en juin et octobre 1993). Nous avons trouvé une associa

tion positive entre séroprévalence anti-TRAP et splénomégalie d’'une part, entre séroprévalence
anti-TRAP et I'infection par Plasmodium falciparum d’autre part en début de saison de transmis

sion (juin 1993 et juillet 1994). Une association négative entre les titres des anticorps anti-TRAP
et la parasitémie a été observée au cours de deux passages transversaux (mars et octobre 1994).
En conclusion, la présente étude ne met pas clairement en évidence le réle protecteur des anti

corps anti-TRAP vis-a-vis de I'infection due a P. falciparum, de la densité parasitaire ou de la sur -
venue d’accés de paludisme.
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Introduction

es stratégies de contrdle du paludisme sont actuellement

basées essentiellement sur I'utilisation des supports impré-
gnés d’insecticides et le développement de vaccins. De nom-
breux candidats vaccinaux ont été synthétisés et sont en cours
d’évaluation. Parmi ceux-ci, nous nous sommes intéressés a la
CS (“circumsporozoite protein”) et a la TRAP (“Thrombos-
pondin Related Adhesive Protein), protéine adhésive décou-
verte en 1988 (18). Tandis que la CS a été I'objet de plusieurs
travaux de terrain (3, 7, 11, 13, 14), la TRAP reste tres peu étu-
diée.
Les premiers travaux expérimentaux estimaient la localisa-
tion de la TRAP sur les formes érythrocytaires du Plasmodium
(4, 18) et suggéraient son implication sur la cytoadhérence
des globules rouges parasités dans les capillaires cérébraux
dans le paludisme grave. Actuellement, son expression sur les
globules rouges est controversée (20), mais son expression
sur les formes pré-érythrocytaires est certaine et a été beau-
coup étudiee (4, 17, 18, 19, 20, 24, 25). L'immunité induite
contre la TRAP et la PySSP2 (homologue de la TRAP de P.
yoelii) exerce une activité antiparasitaire contre les sporo-
zoites et les formes hépatiques du parasite (21). L’inoculation
de sporozoites irradiés entraine une forte immunité protectrice
anti-sporozoite chez la souris. L'invasion des hépatocytes par
les sporozoites de P. falciparum in vitro est spécifiquement
inhibée par les anticorps contre la protéine recombinante de
la TRAP (17). Tous ces travaux suggérent que les anticorps
anti-TRAP pourraient bloquer en partie la pénétration des
sporozoites dans I’hépatocyte, et donc prévenir/réduire la
morbidité palustre.
1l est démontré qu’une diminution de la quantité de sporo-
zoites injectés entraine une réduction du nombre de parasites
pendant la phase érythrocytaire, aboutissant a une réduction
des cas cliniques (15, 21). Ainsi, une étude cas-témoins effec-
tuée en milieu hospitalier au Mali (8, 10, 16) a mis en évidence
une association négative entre la séroprévalence anti-TRAP et
la gravité du paludisme chez les enfants de 1 a 12 ans (p = 0,02);
la présence des anticorps anti-TRAP avait aussi une valeur
pronostique sur I’évolution de la maladie (10). Nous avons jugé
nécessaire de tester ces résultats dans d’autres situations épi-
démiologiques. C’est ainsi que I’étude en milieu rural a été
proposeée, car le probléme du paludisme (morbidité et mor-
talité) est de loin plus important dans les populations rurales.
La compréhension de la réponse immunitaire naturelle contre
la TRAP chez les individus des populations vivant en zone
d’endémie paludique pourrait contribuer au développement
d’un vaccin. Les objectifs de notre travail sont de décrire la
dynamique de la prévalence et des taux d’anticorps anti-TRAP
et anti-CS, et d’évaluer leurs associations aux infections par
P. falciparum ou a la morbidité palustre chez les enfants de 1
a9 ans résidant dans le village de Bancoumana.

Matériel et méthodes

Le lieu d’étude, la population, le type et les périodes d’étude
sont décrits ailleurs (9). Nous détaillerons ici les tech-
niques de biologie moléculaire, d’immunologie et I’'analyse
des données.

Synthése du fragment de TRAP utilisé (23)

La séquence codante de la TRAP1.0 (acides amines 26-498)

a été amplifiée a partir de ’ADN génomique de P. falcipa -
rum (isolat ITO4) par laméthode de PCR standard en 100 pl

(22) consistant en 30 cycles de 95 °C (1 mn), 65 °C (30 s),

72 °C (2 mn) dans un thermocycleur. Les amorces utilisées
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étaient trapl (5'- AGTTGGATCCAGAGATGTGAAAA-
CAATATAGTGG-3') et trap2 (5'-GCGAGTAAAGC-
TAAGCTTCCAGCTATTCCACCTGC-3’) et les enzymes
de restriction utilisées étaient BamHI et HindllIl. Le frag-
ment obtenu a été cloné dans un vecteur approprié d’expres-
sion (pDS 56/RBSlII, 6xHis/E-) (12) au niveau du polylinker
BamH I — Hindll1. Ce vecteur posséde 6 molécules d’histidine
ayant une affinité pour le nickel; le vecteur a été introduit
dans E. colisouche M15 ayant un lac répresseur produisant le
plasmide pUHAL et mis en culture. La protéine recombi-
nante obtenue a été purifiée par chromatographie d’affinité au
nickel.

Dosages des anticorps anti-TRAP, anti-CS

lls ont été effectués par la technique ELISA a I’Institut de
parasitologie de I'université de Rome. Nous avons préalable-
ment mis au point les différents protocoles de dosage en agis-
sant sur certains facteurs (dilutions, temps d’incubation, pH),
avant de procéder au traitement de nos échantillons. Pour le
dosage des anticorps anti-CS, nous avons utilisé les kits du
laboratoire Sclavo (Div. Diagnostici e Strumenti, Siena, Italie)
qui utilisent comme antigene I’épitope immunodominant de
la CS, constitué par la répétition de quatre acides aminés en
tandem 40 fois (Asn-Ala-Asn-Pro), (NANP)40.

Tableau I.

Seuils de séropositivité vis-a-vis des différents antigenes (TRAP et CS).
Seropositivity levels towards different antigens (TRAP and CS).

antigenes absorbances

minimales maximales moyennes  écart-types  seuils
TRAP1.0 0,014 0,161 0,07 0,04 0,19
Cs 0,006 0,046 0,02 0,01 0,05

Les seuils de séropositivité aux différents antigénes ont été
déterminés a partir de la moyenne d’absorbance d’une ving-
taine de sérums italiens négatifs plus 3 écart-types (tableau I).

Analyse des données

Le logiciel Epi-info (6) a été utilisé pour la saisie et I’analyse
des données. Pour I'évaluation du rdle protecteur des anticorps
anti-TRAP et anti-CS, nous avons évalué I’association entre
la présence des anticorps anti-TRAP et/ou anti-CS et I'in-
fection par P. falciparum, I’association entre la présence des
anticorps anti-TRAP et/ou anti-CS et la densité parasitaire
(<5000 parasites/mm? de sang et 3 5000 parasites/mm? de
sang) au cours des passages transversaux, I’association entre
la présence (et le niveau) des anticorps anti-TRAP et/ou anti-
CS et la fréquence des accés fébriles palustres au cours des
enquétes transversales, I’association entre la présence (et le
niveau) des anticorps anti-TRAP et/ou anti-CS et la fréquence
de 2 classes de densité parasitaire (< 100000 parasites/mm?
de sang et 3 100000 parasites/mm? de sang). Le seuil de 100000
parasites a été choisi car des études ont montré que les charges
parasitaires > 100000 parasites/mm? de sang sont associées a
la gravité du paludisme.

Résultats

Variations saisonnieres des séroprévalences
anti-TRAP et anti-CS

Etudes transversales

Au cours des 5 enquétes transversales, 961 dosages d’anticorps
anti-TRAP et anti-CS ont été faits. Nous avons constaté une
augmentation significative de la séroprévalence anti-TRAP et
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anti-CS entre le début et la fin de la saison de transmission en
1993 et en 1994 (p < 0,001). Les séroprévalences anti-TRAP et
anti-CS des débuts de saison de transmission ne présentaient
pas de différence d’une année a I’autre (p = ns entre juin 1993
et juillet 1994). Alors que les séroprévalences anti-CS de fin
de saison de transmission étaient similaires entre 1993 et 1994
(p =ns), celles des anticorps anti- TRAP d’octobre 1994 étaient
plus élevées par rapport a celle de 1993 (p=0,009) (tableau II).

Etudes longitudinales
L’étude longitudinale a permis de collecter 285 sérums entre
juillet et octobre 1994 chez les enfants inclus dans le proto-

Tableau II.

Variations des séroprévalences anti-TRAP
et anti-CS des enfants de 1-9 ans selon la période.

Variations of anti-TRAP and anti-CS seroprevalences in children
aged of 1 a 9 years according to period.

passages séroprévalence anti-TRAP séroprévalence anti-CS

+ N % + N %
juin 1993 63 243 259 107 205 52,2
oct.1993 115 248 46,4 191 247 774
mars 1994 41 133 30,8 69 134 51,5
juil.1994 64 193 33,2 111 189 58,7
oct.1994 87 144 60,4 103 127 81,1
p < 0,001 < 0,001

cole de lasurveillance clinique. La séroprévalence anti-TRAP
des enfants de 1 a 9 ans a augmenté progressivement a partir
du mois de juillet (6,7 %) et a atteint un maximum en octobre
(48 %), fin de saison de transmission (p <0,001) (tableau II).

Réponses immunitaires anti-TRAP et anti-CS
et infection par P. falciparum

Nous avons détecté une association positive entre la présence
des anticorps anti-TRAP et la présence du P. falciparum chez
les enfants de 1 a 9 ans en début de saison de transmission,

Tableau IIl.

Comparaison des réactivités contre la TRAP des enfants parasités
et non parasités au cours des différents passages.

Comparison of reactivities against TRAP among parasitized
and non parasitized children during different observations.

séroprévalences anti-TRAP
juin 1993 octobre 1993 mars 1994 juillet 1994 octobre 1994
obs n % obs n % obsn % obs n % obsn %

goutte
épaisse

positive 106 35 33,0 187 84 44,9 77 26 33.8 120 50 41,7 93 60 645
négative 131 27 20,6 50 26 52,0 42 10 23.8 66 12 18,2 44 23 52,3
0,03 ns ns 0,001 ns

obs =taille de I'échantillon

juin 1993, et en juillet 1994. Aux autres passages, bien que les
relations n’étaient pas significatives (p = ns) (tableau I11), une
certaine tendance d’association était observée. La relation
réponse immunitaire anti-CS et la présence du Plasmodium
n’étaient pas significatives pour les 2 groupes d’age au cours
des différentes études transversales.

Réponses immunitaires anti-TRAP et anti-CS
et densité parasitaire

Nous avons observé une association négative entre la pré-
sence des anticorps anti-TRAP et la densité parasitaire en
période séche (mars 1994) et en fin de saison de transmis-
sion (octobre 1994); les enfants présentant de fortes parasi-
témies (>5000 parasites/mm?) avaient un bas niveau
d’anticorps (p = 0,03 en mars et p = 0,04 en octobre 1994). Par
contre, les taux d’anticorps anti-CS étaient similaires pour les
2 classes de densités parasitaires au cours des 5 enquétes
transversales (p = ns).
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Réponse immunitaire anti-TRAP et anti-CS
et morbidité palustre

Nous n’avons pas observé de relation significative entre la
présence des anticorps anti-TRAP et la fréquence des acces
fébriles palustres au cours des 5 enquétes transversales.
Nous avons formé 2 groupes d’enfants selon leurs charges
parasitaires (<100000 et 3 100000) et évalué leurs séropré-
valences. Nous avons observé une séroprévalence anti-TRAP
de 11,1 % (5/45) dans le groupe des enfants avec de fortes
parasitémies (>100000) et de 31,7% (76/240) dans le groupe
des parasitémies <100000(p =0,005). Il n’y avait pas d’asso-
ciation significative entre la présence des anticorps anti-CS
et la morbidité palustre (p>0,05).

Nous avons observé 2 fois sur 5 passages une association posi-
tive entre les anticorps anti-TRAP et anti-CS en octobre 1993
(p=0,03) et en juillet 1994 (p = 0,002). Cette association était
également significative au cours de la surveillance clinique
(p=0,002). Nous n’avons pas trouvé d’association entre la
combinaison des anticorps anti-TRAP et anti-CS et la mor-
bidité palustre.

Discussion

our I’évaluation de la réponse immunitaire humorale anti

-TRAP, une technique ELISA de dosage des anticorps
anti-TRAP utilisant la protéine recombinante a été mise au
point par I'Institut de parasitologie de I'université de Rome
“La Sapienza”. Cette technique, peu codteuse, spécifique,
sensible, reproductible, sans danger et faisable dans de petits
laboratoires des pays en voie de développement permet de
mener des études séroépidémiologiques des populations impa-
ludées. Les informations récoltées au terme de ces travaux
pourraient contribuer a préparer le terrain pour un éventuel
essai vaccinal a base de TRAP.
La variation saisonniere et I'augmentation selon I’age des séro-
prévalences anti- TRAP observée au cours de nos travaux avait
déja été notée dans une autre localité de savane soudanienne
au Mali (23). La variation saisonniére et I'augmentation de la
séroprévalence (et du niveau) des anticorps anti-CS selon I’age
ont été observées en Tanzanie (7), en Gambie (14), au Burkina
Faso (11) au Kenya (3).
Les associations observées entre séroprévalences anti-TRAP
et splénomégalie concordent avec les travaux de CRANE et al.
(5) qui ont observé une augmentation significative de syn-
these des IgM et des 1gG chez les patients porteurs de splé-
nomeégalie.
L’absence d’association entre la présence des anticorps anti-
CS et la présence du parasite dans le sang observées dans notre
étude confirment les résultats de la Tanzanie (7), du Burkina
Faso (11), de la Guinée (2) et du Bénin (1). Par contre, en
zone holoendémique au Liberia, une association positive entre
la présence des anticorps anti-(NANP)6 et I'infection par
P. falciparum a été mise en évidence (13).
Nous avons observé 2 fois, en mars et octobre 1994, une asso-
ciation négative entre les titres des anticorps anti-TRAP et la
parasitémie. SCARSELLI et al. (23) ont également trouvé que la
présence des anticorps anti-TRAP en début de saison de trans-
mission corrélait avec le contrdle de la densité parasitaire chez
les enfants de 6 & 14 ans. Les mémes auteurs ont trouvé que
les anticorps anti-TRAP ont une longue durée de vie chez
I’adulte et une courte durée de vie chez les petits enfants.
Nous avons également testé le pouvoir protecteur de la com-
binaison des anticorps anti-TRAP et anti-CS par les diffé-
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rentes approches précitées. Cette étude ne révéle aucun pou-
voir protecteur de la combinaison des anticorps anti-TRAP
et anti-CS.

Nous n’avons pas trouveé réguliérement une association entre
les anticorps anti-TRAP, d’une part avec I'infection par P. fal -
ciparum, d’autre part avec la densité parasitaire et la morbidité
palustre ; par conséquent, la présente étude ne met pas claire-
ment en évidence le rdle protecteur des anticorps anti-TRAP
par rapport a I'infection par P. falciparum, a la densité parasi-
taire ou a la survenue d’accés palustre. Ceci pourrait étre d(i au
caractere transitoire et éphémere de la réponse immunitaire
dans la tranche d’age étudiée (23). Nous recommandons la
poursuite de la recherche sur un échantillon incluant des adultes,
chez lesquels la réponse humorale est plus stable.
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