
RESUME 

la présence d’anticorps anfigamète (Pfs48/45) a éfé recllerclréeya la techiziqtie d’ELISA cotnpétitioiz chez detrxgrozlpes 
de populations vivant en zone d’erzdéinie yaltlstre de niveau de dfléreizte (Mbébé : 200 yi//i/an et Ebolo7ua: 

, 25 piDz/aiz). Le pourcentage d’iizdividus possédnn t les atz ticorps aizti-Pj248/45 ainsi qi1e les titres moyerzs obtenus ont 
étéfaibles. (7,1% d’iizdividusavecdes tìtresvnriantsde 1/20à 1/320àMbébéet2,7 %avecdes titresdelD0h Ebolowa). 
L’@e moyen d’ayparition de ces anticorps était très éléué (37,4ans). Ces obsemations indiquent quel ’immuni té na tiirelle 
antigainèfe (Pf48/45) serait un  phênomène qui s’acquiert t r h  lentemkt et nécessite plusieurs @isodes palustres. 

: ELISA coinpétition, anticorps anti-P’s48/45, immunité anfigamète, Plasmodium falciparum. 

INTRODUCTION 

Le gamétocyte des Haemosporidaeconstituele stade 
par lequel le plasmodium est transmis de l’hôte 
vertébré au moustique vecteur. Chez lesvertébres, le 
gamétocyte est localisé dans le cytoplasme du glo- 
bule rouge. I1 est alors relativement B l’abri des 
mécanismes de défense immunitaire de l’hôte, mais 
il peutétre phagocyté par lesmacrophages (Sindenet 
Smalley, 1976) ou être inactivé (incapable de se trans- 
formerengamètes) par lescytokines (Naotunneetal., 
1993) et les anticorps {Carter et al., 1988). Apres un 
repas sanguin infectant par un moustique vecteur, le 
gamétocyte subit diverses transformations qui 
aboutissent àla formation du gamete, du zygote, de 
l’ookinète dans l‘estomac, puisdel‘oocystede l’autre 
côté de la paroi stomacale et enfin des sporozoites 
qans les glandes salivaires. 
Tans l’estomac du  moustique, les antigènes de sur- 
tace du zygote et de l’ookinète sont exposés au con- 
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tenu du repas sanguin tel que les phagocytes, les 
anticorps, les cytokines et les enzymes digestives du 
moustique. Les antigènes les plus connus sont : le 
doublet protéique lipophile de 48 et 45 kD (Kumar et 
Carter, 1984 ; Vermeulen et al., 1985) et la protéine 
hydrophile de 230 kD (Rener et al., 1983 ; Kumar et 
Carter, 1984;Vermeulenetal. ,1985;Carteretal., 1990). 
Ces antighes forment un complexe i% la surface du 
parasite. Ilssontdéjhprésentsau stadedugamétocyte, 
mais ne sont exprimes B la surface du parasite que 
plus tard au cours de la gamétog&n&se (Vermeden et 
al., 1985). La formation du gamkte chez le moustique 
laisse apparaître une troisième protéine lipophile de 
25 KD (Kaslow et al ., 1991) qui devient prédominante 
il la surface de l‘ookín&e. Cette demikre n’existe pas 
chez le gametocyte. Elle pourrait favoriser la migra- 
tion de l’ookin&te 21 travers la paroi épithéliale de 
l’estomac du moustique (Vermeulen et al., 1985 ; 
Alano, 1991). 
Ces antighes sont intéressants car certains des an- 
ticorps monoclonaux spécifiques dirigés contre eux 
bloquent la transmission 1iomme;moustique. Les 
anticorps monoclonaux dirigés contre l’antigène 
Pfs48/45 sont ”complément indépendants” ; ils blo- 
quentle processus de fécondation par le microgamète 
etagissent sur la transformationdu zygo te en ookinète 
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(Vermeulen et d., 1985). Ceux dirigés contre Pfs230 
sont "complément dépenclants" e't agissent par lyse 
du macrugamète et du zygote (Quakyi et al. ,1987). 
Les anticorps monoclonaux anti-Pfs25 sont aussi in- 
dépendait ts du complément. Ils empêchent la migra- 
tion de I'ookinète à travers la paroi de l'estomac du 
moustique (Vermeulen et n1.,1986 ; Alano ,1991). Les 
antigènes Pfs230 et Pfs48/45 existent déjà chez l'hôte 
humain qui peut donc se sensibilier contre eux. Les 
anticorps naturelsqui sont sans effet sur legamétocyte 
à l'abri dans le globule rouge le deviennent sur le 
gamGte, le zygote et I'ookinkte dans l'estomac du 
moustique. L'antigène Pfs25 n'existe pas chez l'hôte 
humain, par consequent aucun anticorps naturel 
n'est syntliGtis6 contre lui. 
Dans notre etude nous avons voulu savoir : 
1- A partir de quel âge les individus vivant en zone 
d'endémie palustre possédaient des anticorps contre 
les antigènes de stade sexué notamment l'antigène 
Pfs48/45 ; 
2- Si le taux de ces anticorps était fonction du niveau 
de transmission. 

MATERIELS ET METHODE 

1. Les sérums 
Les sérums sont collectés chez deux groupes de 
population de tous les âges vivant au Cameroun. Un 
premier groupe de 183 individus en zone de trans- 
mission permanente, avec 200 piqûres infectantes 
pour l'homme et par an : Mbébé (Robert et al., 1995) 
et un autre groupe de 179 sujets en zone de moins 
forte transmissionavec 25 pi/homme/an : Ebolowa. 
Un pool de sérums provenant des donneurs hollan- 
dais sans expérience palustre a été utilisé comme 
contrôle négatif. 
Deux sérums prélevés chez des Hollandais ayant 
vécu en Afrique dans des zones endémiques pen- 
dant 30 ans et possédant des anticorps antigamètes 
ont été utilisés comme contrôles positifs. 
2. Les parasites et les monoclonaux 
Les gamétocytes de Plnsinodiirrrr fnlciya~uin (souche, 
NF54/Amsterdam) sont produits dans un système 
de cul tu re au tomatiquecommedécri t par Ponnudurai 
etnf. (1986). La gamttogen2seest induiteen incubant 
les gamétocytes matures dans du sérum de veau 
feotal (SVF) pendant30mnà la températureambiante. 
Les macrogamètes et les zygotes issus de cette 
gamétMènèse sont solubilisés dans du  triton X-114 

et m tampon tris-Hcl(1OmM tris-Hcl,l5OmM NaCl, 
lmh4 phenylméthylsulfonyl fluoré pH7,4) pendant 
9Omn à 4"c. Les particules insolubles sont enlevees 
par centrifugation i+ 40,000 rpm à 4"c pendant 60mn. 
Le surnageant est placé à 4"c pendant 1Omn puis 
chauffé à 37"c pendant 15 mn pour créer un choc 
thermique après lequel une autre centrifugation 
permet de distinguer deux phases : une phase supé- 
rieure acqueuse et une phase inférieure détergente. 
Après séparation des deux phases, l'opération est 
répétée 3 fois et on obtient à la fin des phases relati- 
vement pures. La phase détergente qui contient des 
proteines lipophiles est utilisée comme source 
d'antigène Pfs48/45 (Roeffen et aZ., 1995a). Elle est 
conservee à - 80"c jusqu'à usage. 
Le titrage de l'extrait de gamète est détermin4 par 
ELISA avec un anticorps monoclonal 32F3 
(Vermeulen et al., 1985). 
Les monoclonaux 32F3 et 82F45.3 sont synthétisés 
comme décrit par Vermeulen et al. (1985) et le 
marquage à la peroxidase de l'anticorps monoclonal 
82F43.3 selonla méthode de Wilson et Nakane (1978) 
iiz Roeffen et al., 1995a). 
3. Le test ELISA compétition 
Ce test utilise l'antigène Pfs48/45 mais peut aussi 
utiliser d'autres antigènes de gamètes selon la tech- 
nique de préparation. Son principe est basé sur la 
compétition entre les anticorps antigamètes sériques 
et l'anticorps monoclonal marqué à la peroxidase 
pour la fixation sur un même épitope de l'antigène 
Pfs48/45. 
Les puits des plaques de microtitration (&einer@) 
sont sensibilisés pendant 60 mn avec 50 pl d'anti- 
corps monoclonal (32F3) dilué dans du PBS (10 pg/ 
ml). Cet anticorps monoclonal est dirigé contre 
l'épitope I et servira à accrocher l'antigsne sur la 
plaque. Les puits sont lavés 3 fois pour éliminer 
l'excès de monoclonal. Les espaces non occupés par 
le monoclonal sont ensuite saturés avec 150 pl de SVF 
à5 %pendant30mn. Après3lavagesavecduPBS,les 
puits sont incubés pendant 2 heures avec 50 pl 
d'antigène Pfs 48/45 dilué dans du PBST-20/0,2% 
SVF, contenant un équivalent de 150000 parasites. 
L'antigène se fixe au monoclonal par son épitoque I. 
Les puits sont ensuite lavés 3 fois pour éliminer 
l'excès d'antigène et incubés avec un mélange de 25 
pl de sérumà tester et 25 p1 de l'anticorps monoclonal 
marqué (82F45.3-PO). Ce monoclonal est spécifique 
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de l’épitope 111 de l’antigène Pfs48/45. Les puits sont 
lavés 4 fois puis incubés avec le substrat TMB. La 
&action est stoppée avec H2S04 (4N) et la coloration 
est lue à 450nm. 
Les échantillvns sont dilués du 1 /20 au 1/1280 dans 
du PBST-20/0,2% SVF. Si le sérum à tester contient 
des taux élévés d’anticorps naturels anti-Pfs48/45, 
on observe peu de fixation du monoclonal marqué 
donc une faible coloration dans les puits. Le titre de 
l’anticorps sérique est défini comme étant la dilution 
du sérum à tester qui donne la même valeur de 
densité optique (D.0) que la moyenne du  control 
négatif (Craves et nl., 1988). 
Un sérum est considére comme positif quand le titre 
est 2 20 (Roeffen et nI.,1995a). 
4. Analyses et Statistiques 
Nous avons comparé les moyennes géométriques 
des réponses des anticorps entre Mbébé et Ebolowa. 
Les deux échantillons ayant une distribution par âge 
différente, et I’âge intervenant sur les taux d’anti- 
corps (facteurs de confusion), il était important de 
standardiser sur I’âge avant de comparer. Nous avons 
compare les différences des deux moyennes (Ivlbébé- 
Ebolowa) à zero après standardisation sur I’âge 
(Lelouch et Lazar, 1974). 
Dans le cas de la prévalence, nous avons fait un khi2 
de Mantel-Haenszel (Lelouch et Lazar, 1974). 

RESULTATS 

Le test ELISAcompétition avec I’antigènePfs48/45a 
permis de détecter et de quantifier les anticorps 
spécifiques antigamètes dans les sérums de deux 
groupes d‘individus vivant dans des zones d‘endémie 
palustre : Mbébé et Ebolowa. 

Pourcentage d‘apparition d‘anticorps anti-Pfs48145 dans 
la population de Mbébé et Ebolowa. 

Prévalence des sérums 
Titres positifs YO 

Ebolowa Mbébé 
(n = 179) (11 = 183) 

O 97’2 92,9 
1 /20 2,8 3,9 
1 /40 22 
1 /80 0‘5 
1/160 O 
1 /320 0‘5 

Le pourcentage d’individus possédant des anticorps 
mtigamètes estde 7‘1% à Mbébé et seulement de 2,7 
26 à Ebolowa. Les titres d’anticorps varient de 1/20 A 
1 /320 à Mbébé et ne dépassent pas 1 /20 à Ebolowa. 
Zependant, l‘analyse statistique ne montre pas de 
différence significative entre les moyennes des deux 
populations après standardisation sur l’âge (p=0,92). 
La moyenne d’âge des individus qui apparement ne 
possèdent pas d’anticorps antigamètes est de 
25,6+18,5 ans et celle des répondeurs est de37,4+26,2 
ans. Le test non paramétrique de MANN-WHITNEY 
montre une difference significative entre les moyen- 
nes d’âge des individus non répondeurs et 
répondeurs. (p=0,005). 

DISCUSSION 

Cette étude a permis de détecter des anticorps 
antigamètes dans les sérums de deux populations 
(Mbébé et Ebolowa) de niveau de transmission trés 
différent. 
Les titres moyens d’anticorps entre Mbébé (200 pi/ 
h/an) et Ebolowa (25 pi/h/an) n’ont pas éte 
jignificativement différents, mais l’échantillon des 
positifs était faible. On a remarqué que la totalité des 
sujets positifs avait des taux d‘anticorps égal à 1/20 
i Ebolowa et de 1/20 à U320 à Mbéb6. 
Les résultats obtenus montrent que le pourcentage 
Yindividus possédant des anticorps antigamètes est 
très faible dans les deux groupes (7,l YO à Mbébé, et 
2,7 % à Ebolowa). D’autre part l’âge moyen auquel on 
Dbserve l’apparition des anticorps antigamètes est 
très élévé (37,4 ans) ce qui contraste avec l’âge classi- 
que d‘apparition des anticorps Fontre les formes 
asexuées (vers 4 ans). Ces deux observations mon- 
trent que l’acquisition naturelle des anticorps 
antigamètes (Pfs48/45) serait probablement trèslente 
et nécessite une longue expérience palustre. 
Des études antérieures, (Quakyi et al., 1989 ;Carter et 
al., 1989 ; Riley et al., 1990) ont montré qu‘avec la 
technique de Western Blo t ou d’immunoprécipitation, 
très peu d’individus donnaient une réponse positive 
contre l’antigène Pfs48/45. Parallèlement, Graves et 
al. (1988) observent en ELISA compétition avec des 
sérums d’adultes immuns vivant en région 
hyperendémique de Nouvelle Guinée, qu’une majo- 
rité de sérums donne des r6ponses positives contre 
les antigènes des stades asexués alors que très peu 
répondent à ceux des formes sexuées, particuliPre- 
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ment l'antigène Pfs48/45. 
Les mécanismes de cette réponse immune tardive 
sont encore hypothétiques. 
Pour être reconnu par le système immunitaire, un 
micro-organisme doit généralement être phagocyté 
et le macrophagedoit présenter unantigène .digéré>> 
à sa surface. S'il rencontre un Iymphocyte T helper 
sensibilisé (porteur du récepteur pour l'antighe), 
seule l'association de l'antigène digéré (sur le 
macrophage) avec le récepteur antigénique (sur le 
lymphocyte) et le complexe moléculaire HLA 
strictement complémentaire pourra stimuler le 
lymphocyte. Donc le retard de réponse immune peut 
s'expliquer : 
- soit par la rareté de présentation par le macrophage 
d'un antigène gamétocytaire immunogène ; 
- soit par l'absence de complémentarité structurelle 
entrelecompIexeHLAet l'antigène (Carter eta¿., 1988 
; Targett,1988 ; Riley et al., 1990). Mais Targett (1992), 
Carter et Mendis (1992), Riley et ßl. (1994) ne confir- 
ment pas cette Iiypotli6se en travaillant avec des 
jumeaux homozygotes. 
D'autres hypothèses peuvent être envisagées : 
- les anticorps contre les gamGtes ou les gamétocytes 
de Pfasmodiuin fakipanan auraient une durée de vie 
très courte, comme dans Plasmodium v ivu  où la 
mémoire immunologique de l'agression est inexis- 
tante ou faible car liéeà des lymphocytes Tcirculants 
etsensibilisésdecourtedurée devie(CarteretMendis, 
1992). 
- il peut exister une compétition entre les antigènes 
des stades asexuéS.et ceux des stades sexués. Les 
formes asexuées sont extrêmement nombreuses et 
quasi permanentes chez l'individu vivant en zone 
d'endémie. Ce système immunitaire est donc en 
permanence inondé par les antigènes des stades 
asexués qui monopolisent les différents mécanismes 
de défense. Dans ce contexte de saturation, les 
antigènes des stades sexués, probablement plus ra- 
res, n'arrivent yas à stimuler le système immuni taire 
(Carter et Mendis, 1992). 
- on sait que l'une des difficultés d'installation de 
l'immunité de protection dans le paludisme est vrai- 
semblablement la variation antigénique. Le parasite 
est capable de changer rapidement son manteau 
antigéniquesouslapressiondusystèmeimmunitaire 
spécifique. En face de ces nouveaux antigènes, l'or- 
ganisme met un certain temps pour le reconnaître et 
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jès que les mécanismes de défense deviennent effi- 
mes, le parasite change à nouveau son manteau 
mtigénique (Smith et a¿., 1995). Ce phénomène bien 
que trés limité existe aussi pour les antigènes de 
5amétocytes et de gamètes, du  moins pour les 
mtighesqui ontétédéjAétudié(230kDet48/45kD). 
2e processus permet au parasite d'&happer 2i la 
pression immune de l'hôte (Graves et al., 1985). Cette 
variation n'a pas été observée pour l'antigène de 
25kD, puisqu'il n'est pas exprimé chez l'hôte humain 
[Kaslow ef d., 1989). 
- il est aussi important de signaler que la réactivité 
immunologique des anticorps monoclonaux contre 
les épitopes de l'antigène48/45kD est dépendant de 
la structure tertiaire de la protéine, et probablement 
des hydrates de carbone qui contribuent h la forma- 
tion de l'épitope comme ceci a été montré pour les 
protéines des parasites du stade asexué de P. falci- 
parurn (David et d., 1988 ; Kemp et al., 1986). La faible 
réponse immunologique pourrait être due i3 un effet 
combiné de la modification et du clivage des hydra- 
tes de carbone dans l'épitope de l'antigène Pfs48/45. 
- le système immunitaire de l'enfant pourrait être 
constutionnellement incapable de développer une 
réponseimmunecontrelesantig6nes de gametocytes 
(Baird, 1995). 
Enfin, avant de parler d'une défection du systgme 
immunitaire, il faut garder en mémoire que le test de 
dépistage des anticorps anti-gamétocytes ou gamètes 
pourrait manquer de sensibilité. Ceci pourrait être le 
cas notamment pour les tests d'immunoprécipitation 
et d'immun0 blo t, classiquement peu sensibles. Mais 
ceci n'est probablement pas le cas de l'ELISA jugée 
trés sensible (Roeffen ef al., 199%). En outre, ce test 
semble avoir une valeur prédictrice de l'activité 
bloquant Ia transmission <<Homme-moustique), 
(Roeffen et al., 1995b). 

CONCLUSION 

Dans notre étude, nous avons testé un seul 4pitope 
(épitope 1LI) deI'antigènePfs48/45. D'autresépitopes 
existent, et des anticorps spécifiques peuvent être 
détectés en utilisant des monoclonaux différents. 
Certains monoclonaux dirigés contre les épitopes I, 
III et V sont bloquants ou inhibiteurs de la trans- 
mission de  l'homme au moustique en 
expérimentation. On peut donc espérer que ces anti- 
corps puissent refléter le pouvoir naturellement 
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bloquant du sérum sur la transmission Homme- 
moustique et intervenir dans Ia mise au point du 
vaccin "anti transmission". 
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