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Résumé 

La transmission du Plasmodium responsable du paludisme, de l'homme au moustique, a été 
identifiée comme étant un des maillons les plus faibles de la chaine qui maintient le cycle du 
parasite. Interrompre cette étape de la transmission devrait contribuer à limiter l'impact du 
paludisme. Dans cette optique, l'utilisation de vaccins bloquant la transmission (TBV) est une 
stratégie de lutte ciblant les formes sexuées et diploïdes du parasite chez le moustique, et est 
perçue de nos jours comme une stratégie prometteuse à même de contribuer au contrôle de la 
maladie. Plusieurs antigènes ont été identifiés comme potentiels candidats vaccins et en 
particulier Pfs25 a fait l'objet d'un essai clinique de phase 1 prometteur. Cependant l'adjuvant 
a provoqué des allergies chez certains participants. Plus récemment, une nouvelle formulation 
des molécules vaccinales a été réalisée en utilisant des virus recombinants comme vecteurs 
d'antigènes et l'immunogénicité de cette formulation a été testée chez des souris. Le sérum 
humain issu de l'essai clinique ainsi que les anticorps spécifiques obtenus de l'immunisation 
des souris ont montré une efficacité contre les Plasmodium de cultures NF54. Toutefois, une 
investigation sur l'efficacité de ces TBV sur le terrain reste essentielle. Dans ce document, 
nous rapportons l'efficacité de cinq candidats TBV évalués en incluant plusieurs variables. 
Des infections expérimentales ont été réalisées en gorgeant des femelles d'An. coluzzi avec du 
sang de personnes infectées par Plasmodium falciparum en présence et en absence des 
anticorps spécifiques. Puis l'efficacité des candidats TBV a été évaluée en termes d'activité 
bloquant la transmission (TBA, effet sur la prévalence d'infection des moustiques) et 
d'activité réduisant la transmission (TRA, effet sur l'intensité de l'infection des moustiques). 
Des cinq candidats TBV, deux (Pfs230 et Pfs25) ont montré une très bonne efficacité sur les 
isolats naturels de P. falciparum indépendamment de leur profil génétique. Par ailleurs, 
l'efficacité s'est avérée dépendante du titre d'anticorps et de l'intensité de l'infection chez les 
moustiques. Comme l'intensité de l'infection semblait être un paramètre important, nous 
avons, grâce à la méthode de dilution de gamétocytes, étudié son impact sur l'efficacité des 
candidats TBV. La relation a été modélisée et a montré que la TBA de chaque candidat, 
paramètre important pour estimer l'impact en termes de transmission, pourra être prédite à 
partir de la TRA, pour une intensité d'infection donnée, correspondant à un contexte 
épidémiologique de transmission palustre sur le terrain. Vue l'importance de l'intensité de 
l'infection, nous l'avons estimée sur le terrain au sein des vecteurs sauvages afin de prédire 
l'efficacité des candidats TBV en conditions naturelles de transmission palustre. Les 
intensités observées sur le terrain, bien qu'élevées par rapport à celles mentionnées dans la 
littérature, restent significativement inferieures à celles obtenues par infection expérimentale. 
A ce niveau d'infection, nous avons estimé que des titres d'anticorps de 125~g/ml et 
250~g/ml respectivement de Pfs230 et Pfs25 suffiraient à bloquer le développement de 
parasite. Ces deux candidats vaccins s'avèrent donc particulièrement prometteurs pour briser 
le cycle de transmission du paludisme à long terme. Toutefois, l'efficacité de ces vaccins sur 
le terrain sera déterminée par leur capacité à stimuler le système immunitaire des hommes 
pour produire des anticorps à la dose requise pour impacter efficacement la prévalence 
d'infection palustre. 

Mots clés: Plasmodium falciparum, Anopheles coluzzii, vaCCIn bloquant la transmission, 

infections expérimentales. 
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Abstract 

To transmit Plasmodium to human, Anopheles female mosquito must ingest gametocytes from 
a first infected human. Target and disrupt this life cycle of the parasite in the mosquito vector, 
has been demonstrated to contribute to reduce the incidence of disease. Transmission
blocking vaccines (TBV) are one of these new concepts aiming at impeding the parasite 
sexual development. To date, they are viewed as a promising strategy for breaking the 
parasite transmission and an important component for achieving malaria elimination and 
eradication. Several antigens from parasites or mosquitoes surface proteins were identified as 
potential vaccine candidates. Phase 1 clinical trial conducted for Pfs25 antigens was 
promising but has been stopped because of adverse event observed in sorne volunteers. More 
recently, the leading TBV candidates were differently formulated using recombinant viral 
vectors to immunized mice. The anti-Pfs25 immune human serum and antibodies specific 
purified from mice showed efficacy to limit Plasmodium NF54 strain transmission to 
mosquitoes. However, their effectiveness in the field conditions still need to be investigated. 
In this report we aimed at assessing the efficacy of 5 vaccine candidates against field isolates 
parasite in natural setting of malaria transmission in Burkina Faso. Direct Membrane Feeding 
Assays were carried out by exposing Anopheles coluzzii females to gametocyte-infected blood 
from infected patients, and the specific antibodies from TBV were tested at different 
concentrations added to the infected blood. The vaccine efficacy was evaluated as the 
percentage of infected mosquito reduction (Transmission Blocking Activity TBA) and the 
percentage of parasite intensity reduction (Transmission Reduction Activity TRA). 
Two of 5 TBV, Pfs25 and Pfs230 showed strong efficacy against natural isolates of 
Plasmodium, independently of their genetic background. In contrast, this efficacy depended 
on both antibody titer and infection intensity in the control mosquito group. We investigated 
to assess the relation between vaccine efficacy (TRA and TBA) and intensity of infection, 
using gametocytes dilution method. A model revealed that the TBA can be predicted from the 
TRA. For each vaccine candidate, the TRA is constant at a given antibody concentration and 
thus, is more informative. In contrast, the TBA is more important to conclude about vaccine 
efficacy for a given intensity of infection which can be assimilated with an epidemiological 
context in the field. Therefore, the infection intensity in the wild mosquito vectors was 
assessed in the field to access the efficacy of TBV in the natural condition. A meta-analysis 
revealed that Pfs230 and Pfs25 antibodies could completely interrupt Plasmodium 
transmission for the titers roughly estimated at 125!lg/ml and 250!lg/ml respectively, 
regarding the parasite load observed in the field. 
Our study demonstrated that Pfs25 and Pfs230 antigens are valuable candidates for 
transmission blocking strategies against malaria. An important challenge for transmission 
blocking vaccine will now be to enhance their immunogenicity in order to reach the required 
antibody titers in human that will block the transmission of parasites in accordance to the 
intensity of transmission in natural settings 

Key words: Plasmodiumfalciparum, Anopheles coluzzii, Transmission-blocking vaccine, 
Direct Membrane Feeding Assays. 
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Introduction 

Le paludisme (du latin paludis, «marais»), aussi appelé malaria (de l'italien, « mauvais air »), 

est une maladie infectieuse provoquée par un parasite du genre Plasmodium transmis à 

l'homme par la piqûre des femelles de moustiques du genre Anopheles. C'est une des plus 

redoutables parasitoses sévissant depuis des siècles, principalement en zone tropicale. Jusqu'à 

nos jours, la lutte contre ce fléau repose essentiellement sur la chimiothérapie ciblant le 

parasite chez l'homme à l'aide des médicaments antimalariques, ainsi que sur des actions 

visant à réduire la densité et longévité des anophèles vecteurs. Après des centaines d'années 

d'efforts pour contrôler, voire éradiquer le paludisme, il demeure toujours à l'échelle mondiale 

un véritable problème de santé publique. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime 

à 216 millions le nombre de cas annuels de paludisme dans le monde avec 655.000 décès, 

dont 86% des cas concernent les enfants de moins 5 ans (WHO 2012). Cette endémie apparait 

comme la plus importante cause de mortalité en Afrique sub-saharienne, où sont localisés 

81 % des cas et 91 % des décès. Au Burkina Faso, le paludisme constitue le premier motif de 

consultation et d'hospitalisation avec respectivement 36,2% et 54,94% en 2012 (Ministère

Santé 2012). L'impact du paludisme sur le plan économique affecte le monde entier avec 

environ 12 milliards de dollars alloués chaque année à la lutte contre cette endémie 

(Greenwood et al. 2005). Ainsi, cette maladie est perçue comme une source de pauvreté et de 

retard pour le développement des pays endémiques (Sachs & Malaney 2002; Chima et al. 

2003 ; Greenwood et al. 2005 ). 

La persistance de la maladie est en partie due à des mécanismes de résistance développés par 

les parasites face aux médicaments et par les vecteurs face aux insecticides. En raison de 

l'efficacité partielle des moyens classiques de lutte contre la maladie (résistance de parasite 

aux antipaludiques et des moustiques aux insecticides), la recherche d'alternatives est 

d'actualité, visant aussi bien le parasite que le vecteur. Dans ce contexte, la transmission du 

parasite de l'homme au moustique vecteur a été identifiée comme étant un des maillons les 

plus faibles, peut-être le plus sensible, de la chaine qui maintient le cycle du parasite (Lavazec 

et al. 2007). Une des approches pour interrompre cette chaine de transmission vise à mettre au 

point des vaccins contre les stades du parasite dans le moustique (Charoenvit et al. 1997). Il 

consiste à immuniser les personnes en zone d'endémie palustre à l'aide d'antigènes du 

parasite spécifiquement exprimés dans le moustique ou d'antigènes du moustique, pour 
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bloquer le développement sexué du parasite dans le moustique. Ces vaCCInS sont dits 

« bloquant la transmission» (ou TBV pour Transmission Blocking Vaccine). Cette stratégie 

est prometteuse et des progrès significatifs ont d'ores et déjà débouché sur des essais 

cliniques. C'est dans ce contexte que nous avons initié l'étude intitulée «Evaluation 

expérimentale de l'efficacité des candidats vaccins bloquant la transmission du 

paludisme au Burkina Faso ». 

Organisation de la thèse 

Ce document, une synthèse de nos travaux de thèse, est structuré en 5 différentes chapitres. Le 

premier chapitre présente une synthèse générale des connaissances actuelles sur le paludisme. 

Le second chapitre présente les objectifs et le design de l'étude, ainsi que la méthodologie 

générale. Le chapitre 3 se focalise sur l'évaluation de l'efficacité de principaux candidats 

vaccins bloquant la transmission en conditions semi-naturelles. Le chapitre 4 décrit les 

relations entre la densité en gamétocytes, le succès de l'infection chez le moustique et 

l'efficacité des candidats TBV. Le chapitre 5 aborde le niveau de transmission naturelle 

homme-moustique et ses conséquences sur l'évaluation des TBV. Enfin, le manuscrit est 

terminé par une conclusion générale faisant la synthèse globale des travaux et des 

perspectives de recherches. 
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Chapitre 1 : Généralités 

1. Le paludisme 

I. 1. Signes cliniques de la maladie 

Cliniquement, plusieurs qualifications de l'infection palustre existent. Ainsi, on distingue le 

paludisme asymptomatique, défini par la mise en évidence du parasite dans le sang sans 

manifestation clinique, et le paludisme maladie associant la présence de parasites à des 

signes cliniques. Les symptômes les plus classiques sont essentiellement les accès fébriles 

intermittents, les céphalées, et quelques fois des vomissements. En fonction du degré de 

manifestations (défini par l'OMS), la maladie est qualifiée de paludisme simple à paludisme 

grave. 

I. 2. Le diagnostic biologique 

Dans tous les cas présumés de paludisme, le diagnostic biologique est nécessaire pour 

confirmer l'infection à Plasmodium. Ce diagnostic est basé sur la mise en évidence du 

parasite, ou de ses métabolites ou encore des anticorps induits par l'infection. 

1. 2.1. La microscopie 

Son principe est basé sur la mise en évidence du parasite dans le sang du patient. Le mode 

opératoire consiste à prélever le sang du patient pour réaliser une goutte épaisse (GE) et un 

frottis mince sur une lame de microscope. Après fixation du frottis mince au méthanol, la 

lame est colorée dans une solution de Giemsa 10%. Ce réactif a la propriété de se fixer sur le 

cytoplasme du parasite pour donner une coloration bleue et sur son noyau pour donner une 

coloration rouge. La lecture se fait au microscope optique à fond clair à l'objectif XIOO. La 

microscopie permet en outre d'identifier l'espèce de Plasmodium et d'estimer la densité 

parasitaire (nombre de parasites/~l) dans le sang du patient. La microscopie demeure le test de 

diagnostic de référence avec un seuil de détection d'environ 50 parasites par microlite de sang 

(Moody 2002a). 
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I. 2.2. La Réaction de Polymérisation en Chaîne (P.C.R) 

C'est une technique de biologie moléculaire basée sur la détection d'une séquence spécifique 

d'acides nucléiques. Elle pennet une détection inter ou intra spécifique de Plasmodium avec 

un seuil inférieur à 5 parasites par microlitre de sang (Moody 2002a). Cependant son coût 

plus élevé que celui de la goutte épaisse et les moyens techniques qu'elle requière limitent sa 

diffusion comme technique de routine. 

I. 2.3. Les tests de diagnostic rapides 

Pour simplifier le diagnostic biologique du paludisme, les tests de diagnostic rapides (TDR) 

par immuno-chromatographie sur bandelette ont été développés (Moody 2002a; Moody & 

Chiodini 2002b). Précédemment, le principe de ces tests était basé sur la détection d'anticorps 

sériques anti-Plasmodium produits à la suite de l'infection. Cependant certains anticorps 

sériques persistent dans le sang après l'infection occasionnant souvent des faux positifs 

(Khaimar et al. 2009). Ces dernières années des améliorations ont été réalisées, et le principe 

s'appuie sur la mise en évidence des antigènes parasitaires exprimées à la surface des 

hématies infectées (Berrya et al. 2009). Les TDR sont très simples à réaliser et vont 

probablement devenir des outils indispensables dans le diagnostic du paludisme. 

II. Les Plasmodium 

II. 1. Systématique 

L'agent pathogène du paludisme est un hématozoaire de l'embranchement des Apicomplexa, 

de la classe des Sporozoae, de l'ordre des Haemosporida, de la famille des Plasmodidae et du 

genre Plasmodium. Ce genre compte plus d'une centaine d'espèces capables de parasiter les 

batraciens, les reptiles, les oiseaux et les mammifères ; cependant, seules cinq espèces sont 

identifiées comme étant impliquées dans les pathologies humaines. Il s'agit de Plasmodium 

falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax et Plasmodium 

knowlesi. De ces cinq espèces, Plasmodium falciparum est la plus répandue et la plus 

virulente. Elle est responsable de plus de 90% des fonnes cliniques potentiellement mortelles. 
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Il. 2. Cycle biologique 

Le cycle biologique des Plasmodium pathogènes pour l'homme exige deux hôtes: l'homme 

comme hôte intermédiaire chez qui, se succèdent des phases de réplication asexuée, et 

l'anophèle femelle comme hôte définitif chez lequel s'opère la reproduction sexuée (Fig. l). 

• Chez l'homme 

Appelé développement schizogonique, la reproduction asexuée est subdivisée en 2 phases: 

- La phase hépatique ou pré-érythrocvtaire ou exo-érythrocytaire : l'homme est infecté lors 

de la piqûre d'une femelle anophèle qui lui inocule les sporozoïtes. Après une trentaine de 

minutes, les sporozoïtes, véhiculés par le sang, parviennent au niveau du foie. Dans les 

hépatocytes, ils se transforment en schizontes pré-érythrocytaires qui, après quelques jours de 

maturation, éclatent et libèrent des milliers de mérozoïtes dans le sang. 

- La phase érythrocytaire : Une fois les mérozoïtes libérés dans le sang, ils pénètrent dans les 

érythrocytes, subissent une maturation en trophozoïtes, puis en schizontes érythrocytaires et 

conduisent à la destruction des érythrocytes libérant 8 à 32 nouveaux mérozoïtes. Ce cycle 

érythrocytaire se poursuit de façon synchrone à partir de ces nouveaux mérozoïtes. Après un 

certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoïtes subissent une maturation d'une 

dizaine de jours, accompagnée d'une différenciation sexuée ou gamétocytogénèse. Il en 

résulte la formation de gamétocytes mâles et femelles qui assureront la reproduction sexuée 

du parasite chez le moustique vecteur. 

• Chez l'anophèle femelle 

Les gamétocytes ingérés par le moustique lors de son repas sanguin chez un sujet infectieux 

se transforment en gamètes mâles et femelles qui fusionnent en un œuf libre ou zygote qui 

évolue en une forme mobile, l'oocinète. Ce dernier quitte la lumière du tube digestif, se fixe 

ensuite à la paroi externe de l'estomac et se transforme en oocyste. Les cellules parasitaires se 

multiplient à l'intérieur de cet oocyste, produisent des centaines de sporozoïtes qui migrent 

ensuite vers les glandes salivaires du moustique. Les sporozoïtes sont les formes infestantes, 

prêtes à être inoculées avec la salive du moustique lors d'un prochain repas sanguin sur un 

sujet humain (confère la section « biologie de la transmission» pour plus de détails). 
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Figure 1 Cycle de vie du Plasmodiumfalciparum, (Figure modifiée de (Bousema & Drakeley 2üllb)) 

III. Les anophèles 

111.1. Systématique 

La transmission du parasite à l'homme est assurée par un moustique dont la systématique se 

présente comme suit: embranchement des Arthropoda, classes des Inseeta, ordre des Diptera, 

famille des Culicidae, genre Anopheles. On dénombre aujourd'hui au moins 484 espèces 

d'anophèles parmi lesquelles 68 sont considérées comme des vecteurs de Plasmodium 

humains dans le monde (Harbach 2004). Cette systématique est en constante progression, 

suivant les nouvelles découvertes génétiques. Récemment, les formes moléculaires M et S du 

complexe Anopheles gambiae ont été érigées en taxons distincts: An. eo!uzzii pour la forme 

M et An. gambiae pour la forme S (Coetzee et al. 2013). En Afrique sub-saharienne, on 

dénombre 6 vecteurs principaux An. gambiae, An. eoluzzii, An. arabiensis, An. funestus, 

An.nUi s.l., An. moueheti et une vingtaine de vecteurs d'importance locale et/ou secondaire. 

Tous ces vecteurs majeurs, à l'exception d'An. moueheti, ont été trouvés au Burkina Faso, 

repartis selon les zones climatiques et environnementales du pays (Diabate et al. 2004; Dabire 

et al. 2012). 
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111.2. Biologie 

La biologie des anophèles vecteurs repose principalement sur les conditions climatiques 

notamment la pluviométrie, la température, mais aussi sur la nature du sol et la végétation. 

Leur cycle de vie est caractérisé par la succession de deux phases. 

~ Le stade aquatique ou pré-imaginaI: Les anophèles femelles pondent dans l'eau, des 

œufs fécondés. De chaque œuf éclot une larve qui se nourrit en filtrant les débris organiques 

et les micro-organismes de l'eau. On distingue quatre stades larvaires appelés LI, L2, L3, L4 

et séparés par trois mues larvaires. Le stade larvaire se termine avec la formation d'une forme 

intermédiaire appelée nymphe. 

~ Le stade imaginaI: Au bout de quelques jours, la nymphe effectue une mue 

particulière, la nymphose conduisant à l'imago, la forme adulte du moustique. Les mâles se 

nourrissent uniquement de jus sucrés, de nectars et d'autres exsudats végétaux tandis que les 

femelles se nourrissent, en plus, de sang. Les produits de la digestion du sang sont en effet 

nécessaires à la maturation des œufs (Mack et al. 1979a, 1979b). Ainsi, de part ce besoin 

nutritif, l'anophèle femelle pique des hôtes vertébrés. C'est lors de ce repas de sang qu'elle 

peut ingérer ou injecter des parasites. 

IV. La lutte contre le paludisme 

En raison de l'ampleur désastreuse de la maladie, plusieurs stratégies de lutte sont utilisées, 

principalement par deux approches: d'une part la lutte contre le parasite par des mesures 

curatives et préventives, et d'autre part la lutte contre le vecteur, visant à réduire la densité et 

longévité des vecteurs et le contact homme-vecteur. 

IV.I. La lutte antiparasitaire 

IV.l.l. Le traitement chimiothérapique curatif 

Face à la baisse d'efficacité des traitements monothérapeutiques liée à la résistance du 

parasite aux molécules antipaludiques usuelles, les combinaisons thérapeutiques à base 

d'artémisinine (CTA, en anglais ACT: Artemisinin-based Combinaison Therapy) ont été 

recommandées par l'OMS comme traitement de première intention pour le paludisme simple 
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(WHO 2002). Il s'agit de deux molécules à effet complémentaire: un dérivé de l'artémisinine 

très efficace mais avec une très courte demi-vie (l'artéméther, l'artésunate ou 

dihydroartémisinine) combiné avec une autre molécule à longue demi-vie mais à action lente 

(telle que l'amodiaquine, la luméfantrine, la pipéraquine ou la pyronaridine). Cependant, des 

cas d'échecs thérapeutiques aux CTA ont été rapportés dans certaines zones endémiques, 

notamment au Cambodge et en Thaïlande (Dondorp et al. 2010). 

IV.l.2. La chimiothérapie préventive 

De plus en plus, mais dans certaines conditions de transmission, l'OMS recommande la 

chimiothérapie préventive. 

- La chimioprophylaxie antipalustre : il s'agit de l'utilisation de médicaments antimalariques 

à doses sub-thérapeutiques, à des intervalles de temps donnés pour les voyageurs non immuns 

devant séjourner en zone d'endémie palustre. 

- Le traitement préventif intermittent basé sur l'administration régulière à des intervalles de 

temps déterminés de doses thérapeutiques de médicaments antimalariques à des sujets sans 

tenir compte de la présence ou non de parasites, en zone et/ou période de forte transmission. 

IV.l.3. La thérapie vaccinale 

Un vaccin efficace contre le paludisme serait une avancée majeure pour l'éradication de la 

maladie. Cependant, sa mise au point s'avère très compliquée. Ceci est en partie lié aux 

différentes formes que prend le parasite au cours de son cycle, et au polymorphisme observé 

pour la plupart des antigènes (Mahajan et al. 2005). A ce jour, aucun vaccin efficace n'est 

disponible mais plusieurs candidats vaccins ciblant des antigènes de différents stades 

parasitaires sont en cours d'évaluation. La figure 2 répertorie et regroupe par stade parasitaire 

les différents antigènes susceptibles de constituer des candidats vaccins (Tongren et al. 2004). 

Trois phases du développement parasitaire sont ainsi ciblées par les vaccins en cours 

d'élaboration: 

-la phase pré-érythrocytaire pour bloquer l'infection humaine par les moustiques infectants; 

-la phase sanguine (mérozoïte) pour éliminer les parasites et bloquer l'infection des hématies; 

- la phase sexuée pour interrompre le cycle de transmission et limiter la propagation de la 

maladie. Ces derniers, appelés vaccins bloquant la transmission font l'objet de cette thèse. 
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Figure 2: Répertoire d'antigènes à potentiel vaccinal contre le paludisme.
 
Suivant les stades du Plasmodium, plusieurs molécules antigéniques ont été identifiées comme candidats vaccins
 
(désignées en rouge). Les désignations en vert sont les vaccins en cours d'essais cliniques. (Thera et al. 2011).
 

Panni les candidats vaccins en cours d'évaluation, le vaccin RTS,S/AS basé sur la protéine de 

surface circumsporozoite (CSP) est le plus avancé. Actuellement, il est en essai clinique de 

phase 3 dans 7 pays africains y compris le Burkina Faso (une équipe de l'IRSS). Les premiers 

résultats révèlent une efficacité de 57% chez les enfants de 5 à 17 mois (Agnandji et al. 2011) 

et 35% en moyenne chez les nouveaux nés de 6 à 12 semaines (Agnandji et al. 2012), et les 

résultats définitifs sont attendus pour 2014. Un autre candidat vaccin, FMP2.11AS02A, est 

une protéine recombinante (FMP2.1) basée sur l'antigène 1 de la membrane apicale (AMA

1). Ce vaccin est actuellement en phase 2 d'essai clinique au centre du Mali, à Bandiagara. 

Les résultats de la phase 1 montrent une bonne immuno-tolérance et une immunogénécité 

chez les volontaires vaccinés (Thera et al. 20 Il). 
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IV.2. La lutte anti-vectorielle 

La lutte anti-vectorielle se base sur l'indice de transmission RD défini comme le nombre de 

nouveaux cas d'infection attendus à partir d'un cas humain infectant, formulé par l'équation 

suivante (Macdonald et al. 1956). 

2 n 2 n 
RD = mul·p * bc * ~ Avec mul·p =Capacité vectorielle; bc =compétence vectorielle 

- np r - np 

(m : densité de vecteurs; a : nombre de repas journalier pris sur homme; p : taux quotidien de survie d'une 
population; n : durée du développement sporogonique ; be : facteurs génétiques, susceptibilité du vecteur; r : 

taux de négativation de l'hâte ou l/r = durée de la période infectieuse pour les moustiques). 

Réduire totalement ou partiellement une des composantes de l'indice de transmission revient 

à diminuer ou à stopper la transmission du paludisme. 

En pratique, la lutte anti-vectorielle consiste à établir des barrières physicochimiques, par 

l'utilisation des moustiquaires imprégnées à longue durée d'action (MILDA) ou de répulsifs 

sous formes d'aérosols ou de crèmes, réduisant ainsi le contact entre l'homme et le vecteur. 

En parallèle, plusieurs stratégies de lutte ont été élaborées pour réduire la densité de 

moustiques: la pulvérisation d'insecticides à effet rémanent à l'intérieur des habitations, 

l'épandage de larvicides dans les gîtes ou l'assainissement des cadres de vie. L'utilisation des 

insecticides a été très efficace dans le passé et a même permis l'élimination du paludisme dans 

certaines parties du monde. Mais de nos jours la résistance accrue des vecteurs aux différents 

insecticides compromet l'efficacité de cet outil de lutte (Badolo et al. 2012; Namountougou et 

al. 2012), d'où la nécessité de trouver autres moyens de lutte beaucoup plus efficaces. 

Une autre approche en cours d'étude pour lutter contre les vecteurs est la technique de 

l'insecte stérile (SIT) pour limiter la reproduction (Helinski et al. 2008; Munhenga et al. 

2011). Le principe est de lâcher dans la nature des anophèles mâles rendus stériles par des 

produits chimiques ou par des radiations ionisantes (Helinski et al. 2006). Ces mâles lâchés en 

masse devront rentrer en compétition sexuelle avec les mâles sauvages. Les femelles 

anophèles ne s'accouplant en général qu'une seule fois dans leur vie, l'accouplement avec un 

mâle stérile engendrera une chute de la taille de la population. Cette technique qui a connu des 

succès dans la lutte contre les glossines vecteurs de la trypanosomiase (Vreysen et al. 2000) 

est toujours en étude pour les anophèles. 
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IV.3. Nouvelles stratégies: bloquer le développement du parasite chez le vecteur 

Les résistances accrues du parasite à la chimiothérapie et du vecteur aux insecticides 

compromettant le contrôle du paludisme, la communauté scientifique s'est orientée vers 

d'autres alternatives pour la lutte contre le paludisme. Ainsi, le concept de bloquer la chaine 

de transmission homme - moustique est apparu, avec l'idée d'éliminer le parasite chez le 

moustique. Connue sous l'appellation d'Intervention Bloquant la Transmission (TBI pour 

Transmission Blocking Intervention), cette approche ancienne connait un regain d'intérêt 

actuellement face au succès limité des autres stratégies. Les interventions bloquant la 

transmission peuvent être de plusieurs formes. 

IV.3.1. Utilisation de microorganismes bloquant la transmission 

Il a été rapporté que certains microorganismes de la flore intestinale du moustique, 

principalement des bactéries et microchampignons, ont une activité inhibitrice sur le 

développement des Plasmodium par des mécanismes encore peu connus (Dong et al. 2009; 

Fang et al. ; Hughes et al. 20 Il; Cirimotich et al. 20 Ila; Cirimotich et al. 20 Ilb; Boissiere et 

al. 2012). Des études cherchent à évaluer les interactions entre microorganismes pour 

éventuellement exploiter leurs potentiels de blocage du parasite comme stratégie de contrôle 

biologique. En pratique, il s'agirait de sélectionner, produire et introduire de tels 

microorganismes dans les gites larvaires naturels dans l'optique d'obtenir des moustiques 

sauvages intégrant cette microflore capable de bloquer le développement parasitaire. Cela 

permettrait alors de diminuer la transmission vectorielle (Beard et al. 1998). 

IV.3.2. Approches utilisant des moustiques génétiquement modifiés 

Le concept de moustique génétiquement modifié vise à mettre au point des moustiques 

réfractaires aux infections à Plasmodium, en se basant sur l'insertion de gènes d'intérêt sous le 

contrôle d'un promoteur dans le génome du moustique. Ces gènes seraient sélectionnés pour 

leur capacité à générer des moustiques réfractaires à l'infection plasmodiale et leur effet limité 

sur la valeur sélective (fitness) du moustique. Le transgène devra être exprimé dans les tissus 

adéquats (l'intestin, corps gras ou glandes salivaires,) pour cibler le parasite durant son 

développement (Ito et al. 2002; Yoshida & Watanabe 2006; Chen et al. 2007). Des études ont 

montré la faisabilité à l'échelle du laboratoire (Sumitani et al. 2013), mais la question cruciale 
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demeure la diffusion des transgènes dans les populations naturelles de moustiques, 

considérant les contraintes liées à l'éthique, à l'écologie, à la génétique et la biologie 

évolutive du système vecteur/parasite. 

IV.3.3. Médicaments bloquant la transmission 

Une autre approche de la stratégie bloquant la transmission est la recherche des médicaments 

pouvant interrompre le développement sporogonique du parasite. Il s'agit en l'occurrence des 

molécules pharmaceutiques ou dérivés naturels de plantes qui agissent sur les formes sexuées 

ou diploïdes des parasites (gamétocytes, gamètes, zygotes, oocinètes, oocystes) pour rompre 

le cycle de la transmission. De nos jours, des progrès significatifs ont été réalisés avec 

l'identification de plusieurs molécules à potentiel de blocage (Ponsa et al. 2003; Wells et al. 

2009). Il a été dit que les ACTs et certaines molécules notamment la primaquine agissent 

également sur les gamétocytes, (Butcher 1997; Pukrittayakamee et al. 2004; White 2008; 

Kiszewski 2011 ). Bien que des travaux soient en cours dans ce domaine, il n'existe pas 

encore de médicaments disponibles bloquant véritablement la transmission (Kiszewski 20 Il). 

IV.3.4. Vaccins bloquant la transmission (TBV) 

Le concept de vaccin bloquant la transmission tire son origine des travaux de Carter et Gwadz 

sur la transmission du paludisme chez les oiseaux (Plasmodium gallinaceum) (Carter & Chen 

1976; Gwadz 1976). Indépendamment l'un de l'autre, ces deux auteurs ont montré que des 

poulets vaccinés avec des gamètes de Plasmodium développaient une immunité qui bloquait 

le développement sporogonique du parasite chez le moustique. A l'issu de ces observations, 

plusieurs travaux ont été développés sur les aspects immunologiques du paludisme humain 

ainsi que d'autres modèles, afin d'identifier les antigènes parasitaires responsables de cette 

immunité limitant la transmission (Rener et al. 1983; Carter & Kaushal 1984; Kaslow 1997). 

Le vaccin bloquant la transmission a pour principe de stimuler chez les humains la production 

d'anticorps anti-Plasmodium ou anti-moustique capables de bloquer le développement du 

parasite chez le moustique pour ainsi rompre la transmission du paludisme. Cette stratégie 

constitue l'objet de cette thèse. En raison de l'origine des TBV étroitement liée au 

développement sporogonique de Plasmodium, il nous est apparu nécessaire de décrire la 

biologie de la transmission des parasites de l'hôte vertébré au moustique afin de présenter les 

différents candidats vaccins à tester. 
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v. Biologie de la transmission 

V.l. Gamétocytogénèse 

Les gamétocytes sont les fonnes sexuées de Plasmodium qui assurent la transmission du 

parasite de l'hôte vertébré au moustique. Ils proviennent de la différenciation des fonnes 

asexuées des parasites sanguins par gamétocytogénèse. Certains auteurs parviennent à la 

conclusion que la gamétocytogénèse intervient suite à des conditions stressantes de 

l'environnement du parasite dans l'hôte humain (Dyer & Day 2000; Baker 2010; Bousema & 

Drakeley 20Il b). Ce stress serait généré par de fortes charges en parasites asexués (Bruce et 

al. 1990a), l'anémie de l'hôte, les traitements à dose sub-curative ainsi que certains 

antimalariques à action lente (von Seidlein et al. 2001). Cette différenciation aboutit à la 

formation de gamétocytes mâles (ou microgamétocytes) et femelles (ou macrogamétocytes), 

et seuls ceux ayant acquis une maturité fonctionnelle au tenne d'un phénomène dit de 

« capacitation » peuvent infecter les anophèles (Boyd 1949). 

V.2. Gamétogenèse et fécondation 

Quelques minutes après leur ingestion par le moustique au cours d'un repas sanguin chez un 

individu infecté, les gamétocytes intracellulaires émergent des hématies et entament une 

phase de changements morphologiques et physiologiques, la gamétogenèse (Sinden 1983). 

Encore appelée activation, elle est principalement induite par la chute de température lors du 

passage du sang de l'homme à l'estomac du moustique et la présence de l'acide 

xanthurénique produit par l'estomac du moustique (Billker et al. 1997; Billker et al. 1998). A 

ces facteurs détenninants s'ajoute également la variation de pH, entre le sang chez l'hôte 

humain et le sang ingéré (Billker et al. 2000). L'activation des macrogamétocytes consiste en 

une modification morphologique aboutissant à la formation d'un volumineux macrogamète 

d'aspect globulaire. En revanche, la gamétogénèse chez les microgamétocytes implique trois 

réplications du génome et aboutit à la formation de huit microgamètes par fission, décrite par 

le tenne d'exf1agellation (Carter & Nijhout 1977). A la fin du processus, les gamètes mâles 

nagent activement grâce à leur flagelle dans le bol alimentaire à la rencontre de gamètes 

femelles. Environ une heure après le repas sanguin, la fécondation intervient par la fusion des 

deux gamètes et l'appariement des deux génomes parentaux pour fonner un œuf diploïde ou 

zygote (Sinden 1999a). La fécondation peut être croisée (lorsque ces génomes sont différents) 
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ou une autofécondation a lieu si les génomes sont identiques (c'est-à-dire provenant d'un 

même clone). Cependant, le processus qui gouverne la rencontre des gamètes est un aspect de 

la fécondation encore très peu connu. Al'état actuel des connaissances, on ignore encore s'il 

s'agit d'un phénomène aléatoire ou d'un tropisme suite à des sécrétions chimiques attractives 

(Robert et al. 1995; Haji et al. 1996). 

V.3.0ocinète 

Le zygote issu de la fécondation, entame sa différenciation par un bourgeonnement en un 

point qui deviendra une extrémité antérieure d'un complexe apical de l'oocinète. Cette 

métamorphose transite par des stades intermédiaires dits "forme ronde" et "stade retort", tous 

observables par immunofluorescence (Gouagna et al. 1999). A environ 12-17 heures après le 

repas sanguin à 27°C, l'oocinète mature de P. falciparum, présente une forme allongée 

semblable à celle d'une banane, avec une polarité antéropostérieure et est muni d'un 

complexe locomoteur (Fig. 3). De tous les stades parasitaires intra-stomacaux, l'oocinète 

mature est sans doute le plus vulnérable du fait d'un environnement enzymatique hostile et de 

la traversée des deux barrières physiques, la membrane péritrophique et l'épithélium stomacal 

(Yeates & Steiger 1981; Billingsley & Rudin 1992; Sinden 2004a). En effet, l'estomac du 

moustique est le siège d'une intense activité protéolytique dont le pic se situerait entre 24 -30 

heures après le repas de sang, coïncidant avec la fin de formation des oocinètes (Gass & 

Yeates 1979a). Pour se maintenir et poursuivre son développement, l' oocinète devra dépasser 

cette étape. Alors, grâce à plusieurs procédés incluant l'action d'enzymes lytiques adaptées, il 

traverse la membrane péritrophique et l'épithélium stomacal, et se loge entre les cellules 

épithéliales de l'estomac et leur lame basale où il se différenciera plus tard en oocyste. A ce 

jour, les mécanismes moléculaires régissant cette traversée restent encore très discutés. 

Toutefois, plusieurs molécules membranaires de l'estomac du moustique ont été identifiées 

comme récepteurs, reconnus par l'oocinète, lui permettant de se fixer et de déclencher une 

sécrétion enzymatique destinée à lui frayer un passage (Kadota et al. 2004; Baton & Ranford

Cartwright 2005a, 2005b; Kariu et al. 2006). Un exemple de protéine membranaire de 

l'estomac du moustique est l'AgAPNI (Anopheles gambiae aminopeptidase N) actuellement 

perçue comme un potentiel antigène candidat dans la mise en œuvre du vaccin bloquant la 

transmission TBV (Dinglasan et al. 2007a). Cet antigène fait partie des candidats vaccins à 

tester dans notre travail. 
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Figure 3 Description schématique de l'oocinète 
(A) l'ultra-structure et (B) photographie de l'oocinète de P. berghei GFP. SM = sens du mouvement 

VA. Oocyste - sporozoïte 

Au cours de sa traversée, l'oocinète parvient à des sites de reconnaissance et de fixation sur la 

membrane basale (Warburg & Miller 1991; Vlachou et al. 2006) qui induiraient le signal pour 

l'arrêt de sa progression (Vlachou et al. 2005). Ainsi logé entre l'épithélium stomacal et la 

lame basale, }'oocinète perd sa mobilité et forme une structure sphérique protégée par une 

membrane souple, l'oocyste. Ce dernier devient le siège d'une duplication génomique qui se 

renouvelle sans isolement par des structures membranaires : c'est un syncytium issu de 13 

divisions mitotiques devant aboutir à la formation d'environ 8000 sporozoïtes par oocyste (2 13 

= 8 192) (Vaughan et al. 1992). Ainsi, logé contre la paroi stomacale, l' oocyste grossit 

régulièrement en prélevant des nutriments dans l'hémolymphe, principalement les produits de 

digestion de l'hémoglobine ingérée lors du repas sanguin (Mack et al. 1979a, 1979b). La 

membrane s'amincit au fur et à mesure que }'oocyste se développe jusqu'à atteindre un 

diamètre de l'ordre de 20 à 60 Il au bout de 9 à 15 jours, selon la température extérieure 

(Sinden & Croll 1975). Dans l'oocyste, des secteurs cytoplasmiques appelés sporoblastes 

apparaissent, dans la périphérie desquels se différencient les sporozoïtes résultant chacun d'un 

noyau cellulaire du syncytium. A maturité, l'oocyste libère les sporozoïtes dans l'hémocèle et 
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ceux-ci circulent dans tout le corps du moustique. Certains pénètrent dans les glandes 

salivaires pour se loger dans les acini d'où ils seront injectés lors d'un prochain repas sanguin 

V.S. Quelques aspects physiologiques importants du développement sporogonique 

Le développement sporogonique de Plasmodium est couplé à un ensemble de phénomènes 

structuraux et physiologiques très complexes, notamment la synthèse par le parasite, des 

protéines indispensables pour la survie et le développement du parasite. Parmi de nombreuses 

protéines mentionnées dans la littérature, seules celles ayant un intérêt connu dans la mise en 

œuvre de TBV contre P. falciparum seront décrites dans cette partie. 

• Dès la gamétocytogénèse chez l'homme, le parasite s'implique dans une activité 

intense de synthèses protéiques indispensables à son développement. Des protéines de surface 

(Pfs pour Plasmodium falciparum Surface-protein), au nombre desquelles Pfs48/45 et Pfs230, 

ont été identifiées sur les gamètes de P. falciparum (Carter et al. 1984; Vermeulen et al. 

1985a; Scherf et al. 1992). Elles sont synthétisées pendant la gamétocytogénèse comme 

antigènes internes non fonctionnels chez les gamétocystes, et apparaissent sur la surface 

seulement à partir des stades gamètes. Leur structure et leur importance pour le parasite ont 

été rapportées dans plusieurs études. La protéine Pfs230, est impliquée dans le processus 

d'exflagellation des gamètes mâles (Eksi et al. 2006). Bloquer l'activité de cette protéine 

revient à inhiber l'exflagellation des microgamètes, et par conséquent, à rompre le processus 

de fécondation. De même, il a été démontré que la protéine Pfs48/45 est indispensable pour la 

fertilité des microgamètes (van Dijk et al. 2001; van Dijk et al. 2010). Ces protéines 

antigéniques induisent une réponse immunitaire humorale chez des sujets porteurs de 

gamétocytes avec la production des anticorps anti-Plasmodium (Kumar & Carter 1984; Carter 

& Mendis 1991). Dans plusieurs travaux, il a été démontré que les anticorps résultant de cette 

immunité inhibent ou bloquent le développement du parasite chez le moustique (Gouagna et 

al. 2004; Bousema et al. 20lla). Ainsi, de part leur fonction vitale et leur caractère 

immunogène, les antigènes Pfs230 et Pfs48/45 ont été identifiés comme des candidats vaccins 

bloquant la transmission et font partie des protéines testées au cours de notre travail. 

• Après la fécondation, alors que le zygote perd les protéines spécifiques du stade 

gamète, l'oocinète synthétise et exprime à sa surface de nombreuses protéines dont Pfs25 et 

Pfs28. Ces deux dernières, les plus abondantes à la surface de l'oocinète de P. falciparum 

(Kumar & Carter 1984) sont indispensables à sa formation et la protège contre les sécrétions 
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acides dans le bol alimentaire (Kaslow et al. 1988; Tomas et al. 2001). Elles jouent également 

un rôle important dans l'adhésion et la traversée de l'épithélium stomacal en se fixant sur un 

ligand, la calreticuline et interviennent plus tard dans la transition de l'oocinète en oocyste 

(Tomas et al. 2001; Rodriguez Mdel et al. 2007). La séquence pratiquement invariable du 

gène Pj25 et les multiples fonctions de la protéine Pfs25 ont fait de cet antigène une molécule 

d'intérêt pour la formulation de vaccins bloquant la transmission (Sinden 1998). C'est un néo

antigène non exprimé chez l'hôte vertébré; théoriquement il n'est donc pas soumis à une 

pression immunitaire chez l'homme. Cependant l'homme peut être immunisé vis-à-vis de cet 

antigène et générer les anticorps spécifiques à celui-ci si il est artificiellement mis en contact 

par vaccination. Cette possibilité a été testée dans plusieurs études utilisant des anticorps 

monoclonaux marqués anti-Pfs25 qui se sont révélés efficaces en se fixant sur les antigènes, 

inhibant ainsi ses fonctions (Carter et al. 2000; Rodriguez Mdel et al. 2007). L'efficacité de 

ce candidat vaccin a été évaluée au cours de nos travaux de thèse. 

V.6. Facteurs influençant le développement sporogonique 

Le développement sexué du Plasmodium chez l'anophèle est un processus dynamique qui fait 

intervenir plusieurs composantes incluant à la fois les conditions environnementales, le 

parasite, l'homme et le moustique (Sinden 1983; Sinden et al. 1996; Sinden 1998). Leurs 

interactions créent un cadre favorable ou hostile, dans lequel le parasite doit évoluer. Nous 

avons souhaité intégrer notre étude dans un contexte proche des conditions naturelles. Il nous 

a donc paru nécessaire d'aborder le système vectoriel dans son ensemble ainsi que certains 

des facteurs naturels susceptibles de l'affecter. 

V.6.1. Facteurs liés au parasite 

Un certain nombre de facteurs liés au parasite ont été identifiés pour expliquer le rendement 

du développement sporogonique. Une condition primordiale de l'infection d'une femelle 

d'anophèle par Plasmodium est l'âge des gamétocytes : seuls les gamétocytes mâtures sont 

capables d'infecter le moustique (Lensen et al. 1999). Ensuite, la relation entre densité 

gamétocytaire et l'infectivité des moustiques a été longtemps très discutée sans pour autant 

aboutir à un consensus. Ceci est certainement dû à l'usage de différents systèmes biologiques 

(parasite - vecteur) et aux conditions expérimentales très variables. Se référant au système 
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biologique P. falciparum-An. gambiae, les fortes gamétocytémies sont celles qui réussissent 

le mieux à infecter les moustiques pour bon nombre d'auteurs (Boudin et al. 1989; Vaughan 

et al. 1994; Gouagna et al. 1998). Cependant, la relation réelle entre la densité de gamétocytes 

et leur infectivité demeure toujours une question à élucider. En dehors de l'âge et la densité de 

gamétocytes, leur sex-ratio module également le succès de l'infection (Paul et al. 2002; Reece 

et al. 2008; Mitri et al. 2009). Habituellement, ce ratio présente une prédominance de 

gamétocytes femelles; un déséquilibre qui est biologiquement compensé au stade gamète par 

la production de 8 microgamètes par gamétocyte mâle, alors que les gamétocytes 

femelles produisent chacun un macrogamète. La condition optimale d'infectivité serait celle 

d'un gamétocyte mâle pour 3 à 6 femelles (Robert & Boudin 2003). Par conséquence, une 

importante disparité de ce ratio entre les sexes, pourrait affecter négativement le succès de 

l'infection. Aussi, les interactions génétiques entre espèces parasite/moustique sont 

susceptibles d'affecter le développement sporogonique du parasite (Lambrechts et al. 2005; 

Harris et al. 2010). Enfin, la mixité de l'infection (infections mixtes versus clonales) et la 

distribution agrégée des gamétocytes dans le bol sanguin pourraient influencer l'infectivité 

des parasites (McKenzie & Bossert 1997; Pichon et al. 2000; Reece et al. 2008; Nsango et al. 

2012). 

V.6.2. Facteurs liés au moustique 

Tous les moustiques du genre Anopheles ne sont pas aptes à transmettre le paludisme. La 

transmission requière une coadaptation entre vecteur et parasite, d'où la notion d'espèces 

réfractaires et d'espèces susceptibles ou espèces compétentes définies par Kilama et Craig 

(Kilama & Craig 1969). En effet, la compétence vectorielle est la permissivité du vecteur pour 

le parasite. Elle peut dépendre de différentes interactions: lors de son développement chez le 

moustique, le Plasmodium se heurte aux barrières physiques, (membrane péritrophique, 

épithélium stomacal, épithélium des glandes salivaires), et aux mécanismes de défense 

humorale ou cellulaire mis en place par le moustique. Cette réaction immunitaire, dans ses 

différentes composantes, diffère selon les individus au sein de la même espèce et est en partie 

responsable de la chute du nombre de parasites observée lors de la transition oocinète

oocyste. Ces composantes immunitaires, très étudiées, incluent la mélanisation/encapsulation 

(Collins et al. 1986; Paskewitz et al. 1988; Paskewitz & Riehle 1998) et la production de 

molécules antiparasitaires telles que les lectines/agglutinines (Vemick et al. 1995; Richman et 
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al. 1996). Les récentes avancées technologiques ont penms d'identifier des facteurs 

génétiques qui contrôlent l'immunité du moustique (Christophides et al. 2002; Osta et al. 

2004; Michel et al. 2005; Riehle et al. 2006) ainsi que les mécanismes moléculaires ou 

cellulaires développés par celui-ci pour neutraliser le parasite. En somme, le système de 

défense développé par le moustique affecte considérablement le rendement parasitaire du 

cycle sporogonique. Aussi, le niveau de transmission varie d'une espèce susceptible à une 

autre selon la capacité vectorielle (voir encadré page 12). De part sa compétence vectorielle et 

capacité vectorielle, An. gambiae a été identifié comme le vecteur le plus important dans la 

transmission de paludisme en Afrique (Fontenille et al. 2003; Fontenille & Simard 2004). 

V.6.3. Facteurs liés à l'homme 

Plusieurs facteurs humains, dont l'immunité humorale ou cellulaire, ainsi que des facteurs 

génétiques, influencent le développement du parasite au sein du moustique. En effet, après le 

repas sanguin, les gamétocytes se libèrent des érythrocytes et se retrouvent dans le bol 

alimentaire au contact de l'environnement immunitaire et cellulaire des hôtes. Les antigènes 

de surface parasitaire deviennent accessibles aux anticorps naturels humains (anti-Pfs230, 

anti-Pfs48/45) également absorbés par le moustique pendant la prise du repas de sang. Les 

réactions immunologiques qui en résultent, affectent le parasite en réduisant son aptitude à se 

développer (Gouagna et al. 2007). L'effet de ces anticorps sur le parasite constitue 

l'immunité naturelle bloquant la transmission, origine du concept TBV. Certains facteurs 

génétiques notamment les formes drépanocytaires de l'hémoglobine, favorisent la formation 

des gamétocytes chez les personnes, et facilitent le développement sporogonique (Robert et 

al. 1996; Gouagna et al. 2010 ). 

VI. Le vaccin bloquant la transmission pour lutter contre le paludisme 

VI.l. Evolution du concept des TBV 

Après une trentaine d'années de recherche sur les TBV, plusieurs antigènes notamment les 

protéines de surface du parasite et de l'estomac du moustique ont été identifiées, comme 

molécules à potentiel vaccinal (Tomas et al. 2001). Cependant, l'approche des TBV a 

longtemps été confrontée à un scepticisme du fait que ce type de vaccin ne protège pas 
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l'individu contre l'infection contrairement aux vaccins classiques (Hill 2011). Ce concept 

était de ce fait moins attractif pour les investisseurs qui espéraient à terme commercialiser un 

vaccin pour les voyageurs internationaux (Hill 2006). Cependant, avec les objectifs 

d'éradication et d'élimination du paludisme annoncés en 2007, il y a eu un remaniement 

substantiel des priorités dans les programmes de recherche sur le paludisme, y compris la 

redéfinition des priorités relatives entre les différents types de vaccins (Greenwood 2008). 

L'introduction des nouvelles approches de lutte a ainsi suscité un engouement de la 

communauté scientifique vers le concept de TBV. La mise au point d'un tel vaccin pourrait 

constituer une approche prometteuses et susceptibles de participer à la stratégie actuelle de 

contrôle du paludisme. 

VI.2. Principe et mode d'action 

Les protéines antigéniques de part leur localisation et leur stade d'expression, sont très peu 

(ou pas) accessibles par le système immunitaire de l'homme en conditions naturelles. Le 

principe des vaccins bloquant la transmission est que ces antigènes formulés sous forme de 

molécules immunogènes et administrés à 1'hôte humain, stimulent le système immunitaire de 

celui-ci. Il produit alors des anticorps dirigés spécifiquement contre l'antigène utilisé. 

Contrairement à l'action des vaccins classiques, la personne immunisée contre l'antigène 

génère des anticorps qui ne la protègent pas contre une nouvelle infection. Cependant, à 

l'issue d'une infection de cette personne par le Plasmodium, il pourrait se former les 

gamétocytes (formes transmissibles aux moustiques). Lors d'un repas sanguin du moustique 

sur ce sujet vacciné portant les parasites, les anticorps anti-Plasmodium sont ingérés en même 

temps que les gamétocytes. Lorsque ces antigènes apparaissent à la surface du parasite chez le 

moustique, ils deviennent alors accessibles aux anticorps absorbés qui reconnaissent et se 

fixent aux protéines antigéniques. Cette fixation inhibent ou bloquent certaines fonctions 

physiologiques indispensables de ces protéines, rompant ainsi le cycle de transmission du 

parasite à un nouveau sujet. Les vaccins bloquant la transmission sont donc dits être des 

vaccins altruistes de par leur mode d'action. 
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VI.3. Les atouts dans la recherche de vaccins bloquant la transmission 

Le nombre limité de parasites : Sous la pression immunitaire des deux hôtes au cours du 

développement parasitaire dans le moustique, et des barrières physiques à traverser par le 

parasite, le nombre de parasites subit un goulot d'étranglement et atteint son plus bas niveau 

au stade oocyste (Sinden 1999b) (FigA). En conséquence, plutôt que d'avoir à éliminer des 

milliards de parasites érythrocytaires asexués circulant dans l'hôte humain, le vaccin bloquant 

la transmission aura, d'un point de vue quantitatif, à empêcher la formation des quelques 

oocystes dans le moustique (en général moins de 10) (Sinden 201 Oa). 

Des antigènes peu polymorphes: En plus de la chute drastique du nombre de parasites, des 

investigations ont montré que la plupart des protéines antigéniques identifiées pendant la 

sporogonie sont très peu (ou pas) polymorphes (Williamson & Kaslow 1993; Hafalla et al. 

1997; Escalante et al. 1998; Niederwieser et al. 2001). Ceci suscite l'espoir de pouvoir 

couvrir une large population de parasites avec un seul vaccin. 

Efficacité du vaccin, simple à évaluer: c'est le seul vaccin pour lequel il est aisé d'évaluer 

dans le vecteur naturel, l'efficacité des anticorps induits chez l'hôte intermédiaire (l'homme). 

En effet, pour un individu immunisé, l'efficacité des anticorps peut être testée directement à 

partir de son sang s'il est lui-même infecté, ou indirectement en utilisant son sérum pour le 

tester en combinaison avec des parasites de diverses origines (Sinden 201 Oa ; Bousema et al. 

2013). Ceci lève l'un des principaux obstacles au développement de vaccins anti-Plasmodium, 

notamment les limites liées à l'éthique. 

Protection de toute une population: Bien que le vaccin bloquant la transmission seul ne 

protège pas directement la personne vaccinée, il protège cependant toute la communauté 

environnante contre l'infection palustre en bloquant la transmission homme-moustique 

(Sinden 201 Oa). Il se révèle donc être un outil promoteur pour limiter la propagation du 

paludisme. 

Limitation des parasites chimio-résistants : En éliminant les parasites chez le moustique, le 

TBV pourrait limiter l'évasion et l'expansion des souches parasitaires résistantes à la 

chimiothérapie chez l'hôte humain, mais sensibles à l'action des anticorps du vaccin 

(Dinglasan & Jacobs-Lorena 2008). 

23
 



Renforcer l'efficacité d'autres vaccins: combiné à d'autres candidats vaCCInS (phase 

hépatique ou sanguine), le TBV pourrait agir de façon complémentaire en éliminant les 

parasites échappant à l'action de ces vaccins classiques chez l'honune. Ainsi, il pourrait 

potentialiser l'efficacité de vaccins classiques grâce à une co-formulation (Carter 2001). 

gametes sporozoi'tes 
(midgut epithelium)., 

.ookinetes 

\•\ 
oocysts 0 
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Figure 4: Schématisation de la dynamique de P. berghei chez le moustique. 
Au cours de son développement sporogonique, le Plasmodium subit 3 goulots d'étranglements dont les deux plus 

importants se déroulent lors de la transition de gamète - oocinète et de oocinète - oocyste. En termes de nombre, 

il atteint le plus bas niveau au stade oocyste avant d'effectuer une intense duplication de son génome pour 

produire environs 8000 sporozoïtes par oocyte. Les pertes de parasites dans l'hemocèle et lors de la traversée de 

la membrane des glandes salivaires réduisent ensuite le nombre de sporozoïtes infectieux. (de (Sinden 1999b)) et 

modifiée par (Blandin & Levashina 2004). 
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Chapitre 2 : Objectifs de l'étude, design et méthodologie générale 

1. Objectifs de l'étude 

1.1 Contexte 

Convaincue des multiples avantages que pourraient offrir les TBV dans la lutte contre le 

paludisme (WHO 2000), d'intenses investigations ont été menées par la communauté 

scientifique en vue de rendre effectif ce type de vaccin. Parmi les antigènes identifiés comme 

potentiels candidats vaccins, Pfs25, Pfs48/45, et Pfs230 de P. falciparum et AgAPNl de 

l'anophèle femelle apparaissent comme les plus prometteurs. En 2007, un essai clinique phase 

1 conduit par le 'National Institute of Health' a été effectué sur des volontaires aux USA à 

l'aide d'un vaccin à base des antigènes Pfs25 et Pvs25 (homologue de Pfs25 chez P. vivax) 

(Wu et al. 2008). Cet essai, n'a malheureusement pas été mené jusqu'à terme pour de fortes 

réactions allergiques observées chez certains individus (réactions liées à l'adjuvant). 

Néanmoins, il a permis de recueillir des données favorables pour la poursuite de la recherche. 

Les antigènes testés, quoique peu immunogènes au vu des doses d'antigènes administrées ont, 

pour la première fois, démontré la faisabilité de la stratégie de la TBV. Les investigations se 

sont alors focalisées dans la formulation des molécules vaccinales beaucoup plus 

immunogènes et avec un adjuvant bien toléré. Depuis 2010, un réseau de chercheurs (de 

«Jenner Institute» et de « Imperial college of London »), a mis au point des candidats vaccins 

formulés à base d'antigène Pfs25, Pfs230, Pfs48/45 ou AgAPNI associés au virus de singe 

(ChAd63) ou 'Modified vaccinia Ankara' (Kapulu et al., soumis). Ces virus recombinants, 

exprimant les antigènes d'intérêt, se sont montrés immunogènes lorsqu'ils ont été injectés à 

des souris. Les anticorps purifiés et testés sur des P. falciparum de culture NF54 ont révélé 

une efficacité satisfaisante (Kapulu et al., soumis). Ces succès obtenus au laboratoire 

constituent des arguments solides qui nourrissent un espoir pour l'effectivité des TBV. 

1.2. Problématiques 

De nombreuses études sur les candidats TBV se sont déroulées dans des laboratoires du Nord, 

le plus souvent sur des systèmes modèles éloignés des populations naturelles de parasites, 

d'hôtes et de vecteurs. La plupart des expériences conduites au laboratoire utilisent le système 
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P. berghei-An. stephensi (un parasite responsable du paludisme chez les rongeurs et un 

vecteur du paludisme humain en Asie) ou au mieux, des cultures de P. falciparum (souches 

NF54, HB3et 3D7)-An. gambiae (souches de laboratoire). Il convient de souligner qu'il existe 

d'importantes différences entre le système de laboratoire en conditions expérimentales et le 

système naturel de transmission du Plasmodium à l'homme (Boete 2005; Cohuet et al. 2006; 

Dong et al. 2006). La transmission de Plasmodium en conditions naturelles est couplée à un 

bon nombre de paramètres variables peu connus: dans une population humaine disparate (i) 

infectée par Plasmodium à des densités gamétocytaires très variées (ii) viennent se gorger une 

population de moustiques génétiquement polymorphes (iii), prenant différentes quantités de 

sang (iv). Chez ces moustiques, les parasites génétiquement variées (v) sont soumis à diverses 

pressions immunitaires (vi). Les individus d'une population humaine donnée, immunisés 

contre un antigène généreront sans doute des anticorps à des concentrations variées (vii). 

Toutes ces composantes interagissent au cours du développement sexué du Plasmodium, et 

soulèvent la question « Quel serait l'impact de cette diversité naturelle sur l'efficacité des 

candidats vaccins bloquant la transmission ? » 

1.3. Objectifs 

Dans cette étude, l'objectif global a été d'évaluer l'efficacité des candidats vaccins bloquant 

la transmission dans les conditions naturelles de transmission de P. falciparum. Et pour y 

parvenir, nous nous sommes fixés pour objectifs intennédiaires de : 

1.	 Evaluer l'efficacité des candidats vaccins bloquant la transmission sur les isolats naturels 

de P. falciparum ; 

2.	 Caractériser la variabilité génétique de P. falciparum circulant dans la population humaine 

et la susceptibilité des génotypes sur le vaccin bloquant la transmission; 

3.	 Caractériser les relations entre la densité en gamétocytes, le succès de l'infection chez le 

moustique et l'efficacité des candidats TBV 

4.	 Evaluer l'effet de l'immunité humaine naturelle bloquant la transmission chez le 

moustique et ses interactions avec l'efficacité des candidats vaccins; 

5.	 Evaluer le niveau de transmission de Plasmodium dans la population sauvage de vecteurs 

du paludisme dans le but de prédire l'efficacité des candidats vaccins sur le terrain. 
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II. Design de l'étude 

Cette étude a été une composante d'un projet multicentrique « TransMalariaBloc : Malaria 

transmission Blocking by vaccines, drugs and immune mosquitoes» financé par l'Union 

Européenne dans le cadre du FP7-HEALTH-2üü7-2.3.2-9. Elle a impliqué différents 

laboratoires partenaires. La présente thèse se place dans le volet concernant les vaccins 

bloquant la transmission. 

Les expérimentations utilisant le système biologique de laboratoire (P. berghei ou cultures de 

P. falciparum-An. stephensi) ont été effectuées à "Imperial College of London, UK" en 

collaboration avec "Jenner Institute, Oxford, UK" et "National Institute of Health, USA". 

Dans ces laboratoires, le travail a principalement consisté à identifier/sélectionner les 

candidats vaccins prometteurs, à formuler les molécules vaccinales en utilisant différents 

vecteurs pour en choisir la meilleure formulation. Les vaccins formulés ont été utilisés pour 

une immunisation chez 1'homme ou la souris et les sérums/anticorps résultants ont été testés 

sur les parasites et moustiques de laboratoire. 

Pour tester l'efficacité de ces candidats vaccins sur les isolats naturels de P. falciparum, 

l'Institut de Recherche en Sciences de la Santé (IRSS Bobo-Dioulasso, Burkina Faso) a 

développé une plate forme d'infections expérimentales en conditions semi-naturelles. 

Enfin, le polymorphisme génétique des parasites et leurs éventuels impacts sur l'efficacité 

des candidats TBV ont été étudiés à l'Institut de Recherche pour le Développement centre de 

Montpellier (IRD / France). 

Cette étude s'inscrit dans un contexte « pré-essai clinique» basé sur des expériences de 

laboratoire suivant le cycle de développement de Plasmodium. Elle utilise du matériel 

biologique pour former une combinaison hôte vertébré/parasite/hôte vecteur. Cette 

combinaison restreinte au parasite-vecteur est appelée système vectoriel. Les expériences sont 

bâties sur la base d'infections expérimentales de moustiques par des parasites, sur lequel on 

fait intervenir différents anticorps issus des candidats vaccins. Les expressions « système de 

laboratoire» et « système naturel» sont utilisées pour désigner respectivement la 

combinaison artificielle vecteur-parasite utilisée au laboratoire (parasite murin avec un 

moustique vecteur de Plasmodium humain) et la combinaison naturelle vecteur-parasite (P. 

falciparum-An. gambiae) responsable d'un grand nombre de cas de paludisme humain en 

Afrique. 
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III. Spécimens biologiques et processus d'obtention 

111.1. Système de laboratoire: P. berghei-An. stephensi 

Les travaux sur le modèle de laboratoire ont été effectués à « Imperial College, London» et 

ont porté essentiellement sur l'infection d'An. stephensi (SDA 500) par les gamétocytes de 

Plasmodium murin : P. berghei ANKA 2.34 WT ou P. berghei GFP (Sinden et al. 2002). P. 

berghei GFP (Green Fluorescent Parasite) est une souche génétiquement modifiée pour la 

rendre fluorescente et donc facilement détectable au microscope à fluorescence à tout stade de 

son développement (Janse et al. 2006). Les souris de laboratoire de type Tuck Ordinary (TO) 

d'âge compris entre 4 et 8 semaines ont été utilisées comme hôtes vertébrés pour la 

production des gamétocytes. 

Toutes les souches de parasites utilisées provenaient de la banque de stockage de spécimens 

biologiques de l'Imperial College, conservées dans des cryotubes, dans de l'azote liquide. 

Avant utilisation, elles ont été réactivées par chauffage à 37°C puis injectées aux femelles des 

souris. Le sang infecté de ces souris a servi à réaliser les infections expérimentales des 

femelles d'An. stephensi élevées à l'insectarium. 

Les moustiques ont été élevés en insectarium dans des conditions standards: 26 à 29 oC, 45 

59 % d'humidité relative (RH), en éclairage alterné (12 heures de lumière et 12 heures 

d'obscurité chaque jour). Les adultes ont été maintenus entre 25-27 oC, 50-70% d'humidité et 

nourris au fructose 8% contenant 2-3 mM de l'acide para-amino-benzoïque. Les repas de 

sang pour le maintien de la colonie sont effectués par gorgement sur des rats. Pour les 

expériences d'infections par les parasites, des femelles âgées de 3 à 4 jours, ont été 

sélectionnées. 

111.2. Système vectoriel naturel: Plasmodium falciparum-Anopheles coluzzii 

111.2.1. Le parasite 

Les gamétocytes ont été recherchés auprès de la population humaine naturellement exposée à 

l'infection à Plasmodium. En amont, les démarches administratives et les prospections 

parasitologiques au sein de la population humaine ont été effectuées suivant les conditions 

d'éthique requises. 
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III2.l.l Site d'études 

Un aspect innovant de cette thèse est le fait de tester les candidats TBV dans des conditions 

les plus proches possibles des conditions naturelles de transmission et de chercher à intégrer 

les variables des populations naturelles. Des infections de moustiques par leurs parasites 

naturels ont été réalisées à l'Institut de Recherches en Sciences de la Santé (IRSS) à Bobo

Dioulasso, au Burkina Faso. Elles ont nécessité des prospections de terrain et une phase de 

laboratoire. Bobo-Dioulasso et ses environs sont situés dans le faciès épidémiologique 

soudanien, le plus important du pays (Fig.5). Un laboratoire de niveau de sécurité conforme y 

a été installé dans le cadre du projet Transmalariabloc. 

Deux localités principales (Soumousso et Dandé) situées à une quarantaine et une 

cinquantaine de kilomètres de Bobo-Dioulasso, ont servi de terrain pour le recrutement des 

patients volontaires et les collectes entomologiques. Situé sur l'axe Bobo - Diébougou, 

Soumousso (11°00'46"N, 4°02'45"W) est inclus dans le district sanitaire de Karangasso 

Vigué. Cette localité est sillonnée de quelques petits cours d'eau avec des zones marécageuses 

aménagées en champs de culture maraîchère. An. gambiae s.s., An. funestus et An. nili sont les 

principaux vecteurs. Le taux entomologique d'inoculation annuel varie de 64 à 100pi/h/an 

(piqures infectantes par homme et par an), avec un maximum pendant la saison des pluies 

(Juillet à Novembre) (Gazin et al. 1985; Robert et al. 1985). Selon des enquêtes 

parasitologiques réalisées en 2007, P. falciparum est l'espèce largement dominante de 

Plasmodium avec une prévalence estimée à environ 40% dans la population d'enfants de 

moins de 12 ans (Gouagna et al. 2010). Dandé (11°34'59" N et 4°33'25" W) le second site 

d'étude, est situé sur l'axe Bobo - Faramana (frontière du Mali). Le choix de ces deux 

localités comme terrains d'étude a été motivé par l'endémicité palustre, l'importance de leur 

population d'enfants, et leur accessibilité quotidienne en toute saison, en partant de Bobo. 
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Figure 5: Carte des différentes faciès épidemiologiques du paludisme au Burkina Faso et localisation des sites 
d'étude 

lIl2.1.2. Population de prospection 

La recherche de personnes infectées par Plasmodium au stade de gamétocytes s'est déroulée 

au sein d'une population humaine répondant à un certain nombre de critères. Etaient éligibles 

pour l'étude, les enfants des deux sexes, âgés de cinq à douze ans, habitant les localités citées, 

ne présentant pas de pathologies cliniques évidentes et dont les parents ou tuteurs ont donné 

leur accord avec signature d'un consentement éclairé (annexe 1). 

1112.1.3. Dépistage et sélection des porteurs de gamétocytes 

La recherche des porteurs de gamétocytes sur le terrain a été organisée de façon alternée dans 

les deux localités, Dandé et Soumousso avec l'aide d'un guide local chargé de diffuser 

l'information dans les différents ménages ou à l'école. Pour chaque sortie, des gouttes 

épaisses de sang ont été réalisées sur une centaine d'enfants volontaires présélectionnés. Au 

laboratoire, les gouttes épaisses ont été colorées au Giemsa 10% pendant 10 minutes et 
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examinées au microscopique (objectif x100 à l'huile d'immersion) pour la recherche de 

Plasmodium (Fig.6). Pour chaque cas de mono infection à P. falciparum détecté, la densité de 

gamétocytes ou gamétocytémie a été estimée en comptant le nombre de gamétocytes pour 

1000 leucocytes du porteur (gamétocytémie relative). En considérant un nombre standard de 

8000 leucocytes/ill de sang chez un sujet, la gamétocytémie absolue (gamétocytes par unité de 

volume) a été déduite par la formule: (gamétocytes compté x 8000) / 1000. Les densités 

parasitaires pour les autres stades (trophozoites, schizontes, mérozoites) ont été également 

évaluées pour statuer du traitement chimio-thérapeutique des personnes infectées. Deux ou 

trois porteurs de gamétocytes, accompagnés du guide (et quelquefois d'un parent quand il le 

désirait) ont été conduits au laboratoire par session d'infection. Les porteurs de gamétocytes 

étaient éligibles s'ils répondaient aux critères suivants: sujet asymptomatique, ne présentant 

pas une co-infection par une autre espèce de Plasmodium que P. falciparum, ru anémie ru 

maladie concomitante nécessitant un suivi médical. De plus, les parents des enfants éligibles 

ont été interrogés sur l'historique d'éventuelle fièvre dans les 24 heures précédentes 

(traduisant le seuil pyrogéruque), et sur d'éventuels traitements (chimiothérapie ou traitement 

traditionnel) en cours ou dans le mois précédent, susceptible d'influencer le développement 

sporogoruque. Arrivé au laboratoire et après un test de confirmation (goutte épaisse et frottis 

mince), la à 15 ml de sang veineux ont été prélevés aux porteurs de gamétocytes dans des 

tubes héparinés. 

Figure 6: Processus d'identification de porteurs de gamétocytes 
Réalisation des gouttes épaisses sur le terrain (A) et lecture au microscope des lames (8) pour la recherche de 
trophozoites et gamétocytes (C). 
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III 2.1. 4. Considérations éthiques 

Ce projet d'étude a été soumis et approuvé par le comité d'éthique institutionnel du Centre 

MURAZ (accord na 003-2009/CE-CM). Des correspondances officielles spécifiant le but et le 

déroulé de l'étude ont été adressées aux autorités administratives des localités choisies. Une 

campagne d'information a été effectuée au sein des populations des dites localités avant le 

début de l'étude. A l'issue des recherches de parasites par microscopie, tous les individus 

infectés au seuil de 1000 parasites par microlitre de sang ont reçu gratuitement dès le 

lendemain un traitement curatif à base d'artésunate-amodiaquine suivant le protocole en 

vigueur au Burkina Faso. Pour les cas de parasitémies très élevées (densité parasitaire > 

50.000 trophozoïtes par microlitre de sang), des recommandations étaient données au guide de 

terrain par appel téléphonique aussitôt après la lecture de la lame pour que le patient puisse 

bénéficier d'un traitement d'urgence au centre de santé. En plus des traitements curatifs, les 

participants à l'étude (porteurs de gamétocytes) ainsi que leurs parents ont reçu chacun une 

moustiquaire imprégnée en guise de prise en charge préventive. 

111.2.2 Moustiques vecteurs 

III 2. 2.1 Souche et origine 

Une souche locale du complexe Anopheles gambiae, An. coluzzii (Coetzee et al. 2013), a été 

utilisée comme hôte vecteur pour les infections expérimentales. Cette lignée a été colonisée et 

maintenue en élevage dans l'insectarium de l'IRSS à partir des femelles collectées dans la 

localité de Vallée de Kou (d'où l'appellation de souche VK) depuis 2007. 

III 2. 2. 2. Production et maintenance de la souche 

Les femelles maintenues en cages et nourries sur lapin et avec du glucose 10%, pondent sur 

des boites de Pétri contenant du coton humide recouvert de papier filtre (Fig.7A). Les pontes, 

collectées au deuxième jour après les repas de sang, éclosent dans un bac contenant de l'eau 

de source (Fig.7B). Les larves de stade I issues de l'éclosion sont conservées dans l'eau de 

source et sont nourries quotidiennement avec de l'aliment conçu pour les poissons d'aquarium 

(TetraMinBaby®). Dans les conditions standards d'insectarium (28°C±2, Humidité = 

80o/o±10), elles évoluent progressivement par mue en larves de stade II, III pour donner des 

larves de stade IV au bout de 10 jours environ. Les nymphes résultant des larves de stade IV 
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sont réparties en lots d'environ 200 individus dans des gobelets remplis d'eau. Ces gobelets 

sont disposés dans des cages cubiques à cadre métallique de 30 cm d'arrête, recouvertes de 

tulle moustiquaire à mailles fines (Fig.7C). L'émergence survient 24 à 48 heures plus tard et 

les imagos libérés s'alimentent sur du coton imbibé de glucose 10%. Les femelles nullipares, 

sont sélectionnées aux troisième ou quatrième jours après l'émergence, pour les 

expérimentations. 

Figure 7 : Production des moustiques en insectarium 
(A) montre les œufs d'anophèles femelle pondus dans une boite de Pétri contenant du coton recouvert de papier 

filtre humide; (8) illustre le traitement des larves issues de l'éclosion des œufs récoltés; (C) montre les cages 

contenant les moustiques adultes. 

IV. Les candidats vaccins à tester 

En guise de vaccin, nous avons testé du sérum de personnes immunisées pour Pfs25, ainsi que 

des anticorps dirigés contre un antigène d'Anopheles (AgAPN1) et contre des antigènes de 

Plasmodium (Pfs25, Pfs230-C, Pfs48/45) issus de souris immunisées. 

IV.1. Nature et origine du sérum anti-Pfs25 de personne immunisée 

En 2007, un essai clinique en phase 1 soutenu par le 'National Institute of Health' avait été 

réalisé à « John Hopkins Center for Immunization Research, Washington DC, USA », (Wu et 

al. 2008). Dans cet essai clinique, la molécule vaccinale avait été formulée à partir 

d'antigènes Pfs25 avec pour adjuvant du « Montanide ISA 51 », une émulsion à base d'huile 

minérale et de mono-oléate de mannide. La formulation Pfs251M0ntanide ISA51 ainsi 

obtenue avait été administrée à différentes doses (51lg et IOllg) à des volontaires par injection 

intramusculaire (im). 
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Cet essai, n'a malheureusement pas été jusqu'à tenne à cause des réactions allergiques 

observées chez certains volontaires, dues à l'adjuvant. Néanmoins, le test immunologique 

(ELISA) avait révélé des doses variables d'anticorps anti-Pfs25 dans le sérum des 

participants. Les sérums des personnes immunisées, testés sur des Plasmodium de culture 

NF54, avaient révélé une efficacité corrélée avec le titre d'anticorps (Wu et al. 2008). Nous 

avons souhaité évaluer l'efficacité de ce sérum en conditions semi-naturelles contre des 

isolats de P. falciparum et avons pour cela reçu des échantillons de sérum issu de ce premier 

essai clinique de phase 1 de TBV, dans le cadre d'une collaboration avec le «National 

Institute of Health ». 

VI.2. Nature et origine des anticorps issus de souris immunisées 

Au regard des résultats encourageants mais mitigés de l'essai vaccinal de phase 1 pour Pfs25, 

des investigations se sont focalisées sur la fonnulation des molécules vaccinales plus 

immunogènes pour limiter le besoin en adjuvant. Depuis 2008, des chercheurs du Jenner 

Institute à oxford, ont procédé à la mise au point des candidats vaccins fonnulés à base de 

plusieurs antigènes en utilisant comme vecteur, des virus recombinants (Draper et al. 2008; 

Draper et al. 2009; Draper et al. 2010; Goodman et al. 2011). Cinq antigènes différents dont 4 

protéines de surface de P. falciparum (Pfs25, Pfs230 et Pfs48/4 et Pfs48/45-natif) et la 

protéine AgAPN 1 du moustique ont été ciblées comme candidats vaccins de choix. Les gènes 

codant pour ces antigènes ont été d'abord clonés dans des virus (chimpanzee adenovirus 

vector ChAd63 et modified vaccinia virus Ankara MVA). Puis, ces virus recombinants 

exprimant les antigènes d'intérêt ont été utilisés pour immuniser des souris de type Balblc par 

injection intramusculaire. Le processus d'immunisation des souris et de purification des 

anticorps a été inclus dans le sujet de thèse en cours d'une étudiante du Jenner Institute 

(Kapulu et al., soumis). Brièvement, des lots de souris ont d'abord été vaccinés avec une dose 

de virus recombinant ChAd63 (lxl08 unités infectieuses) exprimant un des antigènes. Elles 

ont ensuite reçu 56 jours plus tard une dose rappel avec le virus recombinant MVA (Ixl0? 

unités infectieuses), exprimant les mêmes antigènes (Fig.8). Au 70e jour après la date de la 

première dose, le sang des souris immunisées a été prélevé par ponction cardiaque, puis 

centrifugé à 13 000 rpm pendant 4 minutes pour obtenir le plasma. Les anticorps purifiés du 

plasma, principalement les immunoglobulines G (IgG), ont été dosés par test ELISA. Leur 

fonctionnalité a été évaluée en testant leur capacité à bloquer la transmission de P. falciparum 
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souche NF54 chez An. stephensi (Kapulu et al., soumis). Ils se sont révélés efficaces sur cette 

souche et nous avons voulu tester leur effet sur les isolats naturels de P. falciparum. Nous 

avons cherché en particulier à évaluer en parallèle et dans les mêmes conditions, les candidats 

TBV les plus prometteurs à ce jour. En effet, tous ces candidats vaccins ont été testés dans le 

passé, cependant la variabilité des conditions expérimentales ne permettent pas une 

comparaison directe de leurs efficacités respectives. 

-"",~j.-

P. fa/ciparum N -c 

A. gambiae N- -c 

8wk 

Boost 

Modlfled vacclnla Ankarll (MVA) 

Prime 

Simlan adenovlrus 
(ChAd63) 

Figure 8: Protocole schématique de l'immunisation des souris 

v. La technique d'infections expérimentales 

V.l. Description du dispositif expérimental 

L'infection expérimentale des moustiques vecteurs par le Plasmodium est une technique 

développée dans les années 1970 (Sinden & Canning 1972; Canning & Sinden 1973; Sinden 

& Garnham 1973) et consiste à faire gorger des moustiques sur du sang infecté par des 

gamétocytes dans le but de provoquer le développement sporogonique du parasite. Cette 

méthode utilise un dispositif artificiel (Fig.9) permettant de simuler la prise de sang des 

moustiques proche du gorgement naturel. Le dispositif est constitué d'une série de petites 

cellules en verre appelées cellules de gorgement (<< feeders » en anglais). Chaque cellule est 

constituée de deux compartiments: le compartiment périphérique muni de deux orifices 

(conduites d'entrée et de sortie d'eau) (Fig.9A). Les différentes cellules de gorgement, fixées 
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sur un support métallique, sont reliées entre elles par un circuit de tuyaux connectés à un bain 

marie (Fig.9B) ce qui pennet le maintien de la température à 37°C du sang contenu dans le 

compartiment central. Une fine couche en plastique transparent, une membrane Parafilm®, 

momentanément appliquée sous le compartiment central sert d'imitation de la peau humaine 

sur laquelle viennent gorger les moustiques (Fig.9C). 

Or._de 

.,.._----On d"onlr~du_ 

d" u. 7·C - 

Figure 9: Dispositifutilisé pour réaliser les infections expérimentales 
Structure d'une cellule de gorgement (A) et dispositif complet, avec le bain marie, les cellules de gorgement et 
les gobelets en dessous (8). Les moustiques à l'intérieur des gobelets se gorgent à travers la membrane de 
Parafilm (C) ; le sang dans les cellules de gorgernent est maintenu à 37°C grâce au bain thermostaté. 

V.2. Le protocole d'infection expérimentale 

V.2.t. Gorgement des moustiques 

En fonction de la source et de la nature des parasites, plusieurs expressions sont utilisées pour 

désigner la technique. Le SMFA " Standard membrane feeding assay " a été la technique 

utilisée ici pour le système de laboratoire (Sinden et al. 1996). Il désigne le gorgement des 

moustiques à l'aide d'une souche de P. berghei ou d'une culture de P. falciparum. Le DMFA 

«Direct Membrane Feeding Assay» a été utilisé pour toutes les infections réalisées avec le 

système P. falciparum - An. gambiae (Bousema et al. 2ÜI2b). Le DMFA désigne le 

gorgement des moustiques sur membrane à partir des gamétocytes issus directement de l'hôte 
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humain. La démarche expérimentale suit à quelques nuances près un plan général illustré par 

la figure 10. Les différences résident au niveau du traitement du sang prélevé et le jour de 

dissection des moustiques selon le système utilisé et les questions spécifiques à traiter. Les 

anophèles femelles âgés de 3 à 4 jours et affamées (sans glucose) pendant 24H sont 

conditionnées en gobelets (50 à 80). Chaque gobelet est disposé sous une cellule afm de 

permettre la prise de sang (Fig.9 B&C). De l'intérieur des gobelets ils se gorgent au travers la 

membrane de Parafilm pendant 30 minutes. Les moustiques n'ayant pas gorgé ou ayant 

partiellement gorgé sont retirés. Les individus gorgés sont maintenus et nourris au glucose ou 

au fructose 10% dans les conditions standards de l'insectarium jusqu'à la dissection pour 

compter les oocystes. 

1	 Collecte de sang infecté 
(deSOUllS ou de personne) 

... 
-DiluIiOIl du sang iniàal 

Traitemenl -Avec ou nm anticorps 
n seloo objectif -Remplac~eDl de s ~•Autre. IIallements .. 
III Gorgemenl des moustiques 

Dissection des moustiques pour 
IV la détection des oocystes 

Figure 10: scbéma général d'une infection expérimentale. 

V.2.2. Technique de dissection des estomacs de moustiques 

La dissection s'effectue sous une loupe binoculaire, à l'aide de pinces Dumont nOS dans une 

solution de tampon: PBS IX pour le système P. berghei-An. stephensi et du mercurochrome 

2% pour le système P. falciparum-An. coluzzii. Le moustique est maintenu par une pince au 

niveau du thorax et l'abdomen est étiré à l'aide d'une seconde pince placée au niveau du 7e 

segment abdominal, l'exosquelette en se déchirant entraine l'estomac hors de l'abdomen. 

Celui-ci est délicatement détaché aux deux extrémités et placé entre lame et lamelle, puis est 

examiné au microscope aux grossissements xlO à x40 de l'objectif pour la détection et le 

comptage des oocystes. 
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VI. Méthodes d'évaluation des candidats TBV 

Pour chaque expérience, des groupes expérimentaux ont été définis. Chaque groupe 

expérimental (par exemple moustiques gorgés sur du sang infectieux en présence ou non du 

candidat vaccin) est constitué à partir des moustiques gorgés sur au moins deux 'feeders' 

différents contenant la même qualité de sang, ceci dans le souci de minimiser d'éventuelles 

variations liées à la manipulation ou un effet lié au "feeders". A la dissection 7 jours post

gorgement un effectif d'au moins 30 moustiques par groupe a été une condition pour valider 

l'expérience. Pour valider les observations, chaque expérience a été répétée au moins 3 fois. 

Pour les expériences validées, trois indicateurs ont été utilisés pour estimer l'infectivité à 

Plasmodium au sein des différents groupes expérimentaux de moustiques. Ces indicateurs 

sont la prévalence, la distribution des oocystes au sein de chaque groupe expérimental et 

l'intensité des oocystes. La prévalence de l'infection, désigne la proportion de moustiques 

infectés (possédant au moins un oocyste sur l'estomac) dans chaque groupe expérimental, 

alors que l'intensité de l'infection exprime la moyenne arithmétique des oocystes par 

moustique au sein de chaque groupe. 

L'efficacité des candidats vaccins bloquant la transmission a été assimilée à l'activité des 

anticorps spécifiques des antigènes étudiés, obtenus par l'immunisation de souris ou de 

l'homme. Cette efficacité a été évaluée en termes d'Activité Bloquant la Transmission 

(TBA) et d'Activité Réduisant la Transmission (TRA) (Churcher et al. 2012 ; Sinden et al. 

2012a; Sinden et al. 2012b). 

Le TBA (efficacité sur la prévalence) estime le pourcentage de blocage de la prévalence de 

l'infection par les anticorps dans le groupe test (en présence du candidat bloquant) par rapport 

à celle du groupe contrôle (en absence du candidat bloquant). 

Le TRA (efficacité sur l'intensité) évalue le pourcentage de réduction de l'intensité des 

oocystes dans le groupe test (en présence du candidat bloquant) par rapport à celle du groupe 

contrôle (en absence du candidat bloquant). 

TRA = 100 * (1- Prévalenceoroupetest ) TRA =100 * (1- moyenne d'oocyste test ) 
Prévalence oroupe contrôle moyenne d' oocystes contrôle 
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Chapitre 3 : Evaluation de l'efficacité de principaux candidats vaccins 

bloquant la transmission en conditions semi-naturelles 

Introduction 

Nous avons mentionné dans le design de l'étude, que le sérum humain issu de l'essai clinique 

ainsi que les anticorps purifiés des souris immunisées avaient montré une bonne efficacité 

contre les Plasmodium de culture NF54. Ces résultats obtenus au laboratoire constituent des 

arguments solides en faveur des TBV. Cependant, il convient de noter que certains obstacles 

pourraient compromettre cette efficacité en raison des différents paramètres qui interagissent 

dans la transmission de Plasmodium en conditions naturelles (voir section Généralité/ 

Problématique). L'efficacité observée sur les parasites de culture, reste donc à être démontrée 

sur les parasites circulant chez les sujets naturellement infectés. 

Aussi, dans le concept de candidats TBV, les antigènes à potentiel vaccinal ont été 

sélectionnés à partir de parasites de profil génétique bien connu, notamment la souche NF54 

de P. falciparum. Le choix des candidats a été en partie motivé par le caractère peu 

polymorphe des séquences nucléotidiques de leurs gènes. Cependant, des auteurs ont rapporté 

des cas de mutations ponctuelles du gène Pj25, entre autres sur des isolats du Brésil, de 

Papouasie Nouvelle Guinée (Shi et al. 1992; Manske et al. 2012). D'autres études ont aussi 

révélé des cas de mutation du gène Pj230 dans la population sauvage de Plasmodium 

(Williamson & Kaslow 1993; Niederwieser et al. 2001). D'autre part, la transmission de 

Plasmodium en conditions naturelles est corrélée par des infections multiclonales (plusieurs 

génotypes) récurrentes chez les personnes vivant en zone endémique (Anderson et al. 2000; 

Abdel-Wahab et al. 2002; Nassir et al. 2005; Soulama et al. 2006; Nwakanma et al. 2008). 

De tels environnements infectieux constituent un cadre favorable pour la sélection de 

génotypes capables d'échapper aux actions ciblant leur élimination (Boudin & Robert 2003). 

En effet, les interactions entre les différentes souches parasitaires chez l'hôte peuvent 

influencer plusieurs traits d'histoire de vie tels que la virulence et la transmission, et elles 

peuvent avoir des conséquences sur l'évolution, l'adaptation et la dynamique des populations 

de pathogènes (Bell et al. 2006). Il a été observé chez P. falciparum, que la diversité 

génétique et/ou antigénique engendrait un polymorphisme phénotypique permettant à certains 

clones de déjouer le système immunitaire de l'homme (Contamin et al. 1996; Konate et al. 

1999; Smith et al. 1999). Pourtant, aucune étude à ce jours, n'a véritablement testé l'effet de 
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la diversité génétique des infections à Plasmodium sur l'efficacité des candidats TBV, ceci 

constitue toujours une zone d'ombre dans le concept des stratégies de blocage de la 

transmission. 

L'objet de notre étude a été de mesurer l'efficacité des différents candidats TBV, sur les 

parasites sauvages au sein de leur vecteur naturel, An. coluzzii, et de déterminer l'effet de la 

diversité génétique des populations naturelles de Plasmodium sur l'efficacité de ces candidats. 

Il s'est agi spécifiquement, d'évaluer l'efficacité d'anticorps de souris et sérum humain décrits 

plus haut dans le système P. jalciparum-An. coluzzii, en tenant compte du niveau de 

l'infection chez les moustiques et du titre d'anticorps. Puis, nous avons étudié l'effet de la 

diversité des isolats naturels de Plasmodium de différentes zones sur l'efficacité des candidats 

TBV. 

1. Matériel et Méthodes 

1.1. Infections expérimentales pour tester le sérum humain anti-Pfs25 

Le sérum d'un volontaire ayant participé à l'essai vaccinal (Wu et al. 2008) a été testé pour 

son efficacité à bloquer la transmission homme-moustique d'isolats naturels de P. jalciparum. 

Afin d'évaluer l'efficacité de ce sérum sur une plus grande diversité de parasites, les mêmes 

expériences ont été conduites en parallèle au Burkina Faso et en Thaïlande. Nous avons 

réalisé les expériences au Burkina Faso alors que les expériences en Thaïlande ont été 

réalisées en collaboration avec le « Armed Forces Research Institute of Medical Sciences, 

Bangkok, Thailand ». En Thaïlande, les isolats naturels de P. jalciparum ont servi à infecter 

des moustiques vecteurs locaux, Anopheles dirus. 

La concentration du sérum anti-Pfs25 de personne immunisée, a été estimée à 212 ~g/ml (Wu 

et al. 2008). Notre objectif a été de tester son efficacité à 109 ~g/ml, concentration estimée 

dans le sang total de l'individu immunisé avec sérum et cellules sanguine. La démarche 

expérimentale a consisté à nourrir des moustiques avec du sang infecté d'un individu, en 

présence et en absence du sérum anti-Pfs25. Ainsi, chez une personne infectée volontaire, un 

volume de 10 ml de sang veineux a été prélevé dans des tubes héparinés et réparti en volume 

de 350~L dans 6 tubes Eppendorf 1.5ml préalablement chauffés à 37 oC. Après centrifugation 

pendant 3 minutes à 3000 r.p.m. à 37°C, le plasma sanguin du porteur a été retiré et le culot a 
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été suspendu pour lavage dans 350 III de milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute) préchauffé à 37°C, le tout a été mélangé par pipetage, puis de nouveau centrifugé. 

Après avoir prélevé entièrement le surnageant, le culot a été suspendu d'une part dans 180111 

du sérum anti-Pfs25 (pour 3 tubes tests) et d'autre part dans 180 III de sérum naïf pour 

l'antigène Pfs25 (pour 3 tubes contrôles négatifs). Les suspensions finales, bien 

homogénéisées, ont été utilisées pour gorger des femelles An. co!uzzii au Burkina Faso ou An. 

dirus en Thaïlande. Sept jours après le repas sanguin, les moustiques ont été disséqués dans 

du mercurochrome (2 %) sous un binoculaire pour détecter et compter les oocystes sous 

microscope. Les estomacs parasités ont été conservés dans de l'éthanol absolu à -20 oC pour 

l'analyse moléculaire des souches parasitaires. Pour chaque groupe de moustiques, les 

indicateurs de l'infection ont été calculés, et l'efficacité du sérum anti-Pfs25 a été évaluée en 

termes d'activité bloquant la transmission et d'activité réduisant la transmission. 

1.2. Infections expérimentales pour tester les anticorps de souris immunisées 

Les 5 anticorps obtenus par le «Jenner Institute, UK» ont été testés en aveugle durant les 

expériences et la démarche a consisté à nourrir des anophèles avec du sang infecté en 

présence d'anticorps (anticorps test ou anticorps témoin négatif). Une concentration arbitraire 

d'anticorps a été fixée pour être testée. Le sang prélevé du porteur humain a été d'abord 

réparti (350Il1) dans des tubes de type Eppendorf 1.5ml et centrifugé pendant 3 minutes à 

3000 rpm à 37°C pour retirer le plasma autologue. Puis le volume d'anticorps, correspondant 

à la concentration arbitraire, a été ajouté dans les culots cellulaires du lot test. Le niveau initial 

du sang a été ajusté avec du sérum AB (issu d'un donneur européen non immun) afin 

d'obtenir la concentration finale d'anticorps souhaitée tout en maintenant la gamétocytémie 

initiale. Un anticorps non spécifique pour le parasite, a servi de contrôle négatif. Afin de tester 

l'effet du tampon de purification des anticorps et de valider la neutralité du contrôle négatif, 

un deuxième contrôle négatif (plasma autologue remplacé par le plasma AB) a été utilisé. Les 

suspensions finales ont été utilisées pour gorger des groupes d'An. co!uzzi de 3 à 4 jours 

maintenus à jeun pendant les 24 heures précédentes. Sept jours après le repas sanguin, les 

moustiques ont été disséqués dans du mercurochrome (2 %) sous une loupe binoculaire pour 

détecter et compter les oocystes sous microscope. Les estomacs parasités ont été conservés 

dans de l'éthanol absolu à -20 oC pour l'analyse moléculaire des souches parasitaires. Pour 

chaque groupe de moustiques, les indicateurs de l'infection ont été calculés, puis l'efficacité 
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du sérum anti-Pfs25 a été évaluée en termes d'activité bloquant la transmission (TBA) et 

d'activité réduisant la transmission (TRA). 

1.3. Analyses génétiques des isolats naturels de P. falciparum 

Dans le but d'obtenir des données sur la diversité génétique des isolats naturels de 

Plasmodium, et le lien potentiel avec l'efficacité des TBV, nous avons procédé à des analyses 

moléculaires d'isolats de parasites utilisés pour les expériences. La première approche a 

consisté à mesurer la diversité des haplotypes lors de l'infection par marqueurs 

microsatellites, pour détecter un potentiel effet de la multiplicité d'infection sur l'efficacité 

des TBV. En second lieu, les gènes d'intérêt (Pj25 et Pj230) ont été séquencés pour le 

diagnostic d'éventuels cas de polymorphisme dans la population parasitaire. Pour couvrir 

l'ensemble des génotypes parasitaires nous avons effectué l'analyse avec l'ADN des parasites 

aussi bien au stade sanguin chez l'homme qu'au stade oocyste chez le moustique. 

I. 3.1. Extraction de l'ADN des isolats de Plasmodium 

l 1.1.1. A partir des papiers confettis de sang infecté 

La méthode de chelex-lOO (Plowe & Wellems 1995; Dokomajilar et al. 2006) a été utilisée 

pour extraire l'ADN du parasite à partir des papiers confettis imprégnés de sang infecté. Les 

papiers confettis séchés ont été découpés puis incubés toute une nuit dans une solution de 

saponine 0.5% pour lyser les érythrocytes maintenus dans les mailles. Après un rinçage dans 

du PBS IX, l'ADN a été séparé des autres composants cellulaires par chauffage/ vortexage à 

95°e sur du block chauffant, dans une résine de chelex 5%. Enfin, après une centrifugation de 

14000 r.p.m. pendant 10 minutes, l'extrait d'ADN a été recueilli par pipetage et conservé à

200 e pour les analyses moléculaires. 

Il.l.2. A partir des oocystes d'estomacs infectés 

• Isolement individuel des oocystes 

Une question évoquée dans la littérature est l'infection des personnes par plusieurs clones de 

Plasmodium en zone d'endémie palustre (Nassir et al. 2005; Nwakanma et al. 2008). Il nous 

semblait utile d'obtenir l'ADN d'oocyste individuel, afin de déceler au mieux les diversités 
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génétiques des parasites émanant exclusivement des souches ayant infecté les moustiques. 

Nous avons ainsi procédé dans un premier temps à l'isolement individuel des oocystes selon 

le protocole décrit par Annan et al. (Annan et al. 2007). Les estomacs de moustiques infectés 

conservés dans l'éthanol absolue à -20°C ont d'abord été réhydratés successivement dans 

l'éthanol 70%, 30% et l'eau distillée stérile. L'estomac réhydraté a été placé dans 10 IJ.l d'eau 

distillée stérile sur une lame polysine, le tout disposé sur un plateau de microscope inversé, 

puis nous avions procédé à l'extraction oocyste par oocyste, à l'aide de mandrins munis de 

munities fines. Une fois détaché de l'estomac, l'oocyste a été recueilli par aspiration capillaire 

à l'aide d'une pipette pasteur à extrémité préalablement effilée à la flamme et a été ensuite 

introduit dans un tube de type Eppendorf 0.5ml contenant 101J.1 d'eau stérile et conservé 

immédiatement à -20°C pour l'extraction de l'ADN. 

• Procédure d'extraction de l'ADN des oocystes 

L'ADN a été extrait des oocystes isolés en utilisant le kit Qiagen, suivant le protocole 

préconisé par le fabricant (annexe 2). Brièvement, les oocystes ont été lysés par la protéinase 

K dans une solution tampon à 56°C dans un bain marie. Puis l'ADN a été purifié du lysat, 

avec différents tampons avant d'être élué dans 501J.1 de tampon AE. Une PCR (Polymerase 

Chain Reaction) diagnostique a été réalisée (annexe 2) afin d'identifier les échantillons ADN

positifs et à confirmer l'espècefalciparum (Fabre et al. 2004). 

I. 3.2. Génotypage des souches à l'aide de la technique des microsatellites 

1 2.1.1. But et principe de la technique des microsatellites 

Le génotypage microsatellite est une technique de biologie moléculaire qui étudie le 

polymorphisme ou la diversité génétique au sein d'une population grâce à la taille des allèles 

des marqueurs génétiques neutres appelés microsatellites. Pour notre étude, il s'agissait de 

dénombrer les clones de Plasmodium présents dans le sang des individus infectés utilisés pour 

les infections expérimentales et ceux ayant infecté les moustiques vecteurs. Cette approche 

visait à élucider la question d'éventuelles souches de Plasmodium sensibles, et d'autre 

résistantes à l'activité des anticorps issus des candidats vaccins. 
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1 2.1.2. Mode opératoire 

• L'Amplification des microsatellites 

Sept marqueurs microsatellites (Polya, ARA2, PtPK2, TAA60, TAAl09, TAA87 et Pf377) 

ont été utilisés pour le génotypage (tableau 1) comme décrit par (Anderson et al. 2000; 

Razakandrainibe et al. 2005; Annan et al. 2007). Pour chaque expérience, l'ADN du parasite 

a été amplifié par une PCR nichée (Nested PCR) pour chacun des sept marqueurs. Les détails 

des programmes d'amplification sont consignés dans l'annexe 3. Cette variante de la PCR, 

consiste en une série de deux PCR au moyen de deux paires différentes d'amorces. Une 

amorce marquée (fluorochrome spécifique pour chaque marqueur microsatellite) et une 

amorce standard ont été utilisées pour la deuxième amplification, rendant les produits PCR2 

détectables au séquenceur. 

• Mélange et dilution des produits d'amplification PCR2 

Suivant la coloration du fluorochrome des amorces marquées et la position des allèles sur les 

chromosomes, les produits d'amplification PCR2 pour chaque échantillon ont été regroupés 

en deux pools: A (Polya, ARA2, PtPK2 et TAA87) et B (TAA109, TAA60 et Pf377) 

(tableau 1). Pour chaque pool, les mélanges (Pool A et B) ont été dilués au 11200 dans de d'eau 

distillée stérile. 

• Dénaturation de l'ADN et génotypage 

Pour obtenir l'ADN simple brin, les mélanges de chaque pool de produits PCR (ADN double 

brin) ont été dénaturés dans des plaques: 1 Jll du contenu de pool a été additionné avec l3.9Jll 

de formamide et 0,1 III de marqueur de taille Genescan-500LIZ pour un volume total de l5Jll. 

La plaque ainsi préparée a été chauffée à 95°C pendant 3 à 5 minutes dans un thermocycler, 

puis refroidie immédiatement sur de la glace dénaturant ainsi l'ADN. Les ADN simples brins 

obtenus ont été analysés sur un 'Genetic Analyser Applied Biosystem 3130XL' 

(communément appelé séquenceur) suivant un plan préalablement établi. Après migration, la 

taille des allèles a été estimée par le logiciel Genescan (Applied Biosystem) par référence au 

marqueur de taille intégré dans les préparations, et les résultats ont été analysés avec le 

logiciel GeneMapper4.0 pour identifier des allèles de chaque marqueur et déterminer les 

différents clones de parasite. 
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Tableau 1 : Détails relatifs aux marqueurs microsatellites 

* amorces marquées (bleu, jaune, rouge ou vert) uti 1isés pour la deuxième PCR. 

Marqueurs Amorces Séquences des amorces 5' -3' TaiUe Pool de produits 
(localisation) et couleur de Ouorochrome amplifiée PCR 

P20 F AAA ATA TAG ACG AAC AGA 

Polya P20RJ ATC AGA TAA TTG ITG GTA l30-186 

(chromosome 4) P20R* 

P22 FI 

ARA2 P22 F* 57-84 Pool A 

(chromosome 11) P22 R GCT ITG AGT AIT AIT AAT A 

P24 F CTTTCA TCG ATA CTA CGA 

PfPK2 P24 RI CCT CAG ACT GAA ATG CAT 160-207 

(chromosome 12) P24 R* AAAG GA ACA AGe AGA 

P25 FI ATG GGTTAA ATG ACG TAG A 

TAA87 
(chromosome 6) 

P25 F* 

P25 R 
89-119 

TAA109 P21 F 

(chromosome 6) 70-88P2t F*
 

P21 R AAA AAG GAG GAT AAA TAC AT
 

P23 F GAT CTC AAC GGA AAT TAT Pool B 
TAA60 P23 RI ITA TGT TGG TAC CGT GTA 

92-104(chromosome 13) ITAT C GA TIAACAP23 R* 

P26 Ft TAG GGA ACA TCA TAA GGA T 
151-194PD77 P26 F* 

(chromosome 12) P26R CCT ATA CCA AAC ATG CTA AA 

I. 3.3. Séquençage des gènes P/25 et P/230 

1. 3.1.1. L'amplification 

Pour chacune des protéines antigéniques de surface Pfs230 et Pfs25, l'ADN parasitaire a été 

spécifiquement amplifié pour les gènes correspondant Pj230 et Pj25. Les détails relatifs à ces 

gènes sont consignés dans le tableau II (Niederwieser et al. 2001). Le programme de cette 

PCR est une série de deux amplifications consécutives, et sa particularité est liée à la 

décroissance progressive de la température d'hybridation à la première amplification (Fig.ll). 

La température d'hybridation de 58°C au premier cycle baisse de 1°C à chaque cycle jusqu'à 

48°C au dernier cycle (touchdown PCR ou PCR par essai). 
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Tableau II : Récapitulatif des amorces utilisées pour amplifier les gènes P/25 et P/230 

Gène Amorces Séquence (5' - 3') Taille (pb) 
P/25 Pfs25F3 TTCATTCAACTTAGC 588 

Pfs25Ll AAACATAATGCTTAGATT 

P/230 F GTGATTTCACAACAGGTTCG 693 

R TTTTATTATAATCATCATGTCTGC 

t 
94° !94° 

2'	 130' 
1 58° .--1If 
, • "30"! 1'30"; 15'

l 30" ~ 30" + 
\......_--... ,.,__-.....A .....----.. ......- J

Y	 Y 
12 cycles 40 cycles 

Figure 11: Diagramme d'amplification du gène Pf25 et Pf230 

I3.2.2. Purification des produits peR et réaction de séquence 

Tous les produits d'amplification ont migré par électrophorèse sur gel d'agarose 2% 

contenant du BET. Les produits PCR révélés positifs à la migration ont été ensuite, purifiés 

grâce à un système de billes magnétiques, le système Agencourt AMPure XP (Beckman 

Coulter inc, beverly, Ma) (annexe 4). Cette purification permet de débarrasser de l'ADN des 

réactifs PCR, pour n'obtenir que les gènes d'intérêts amplifiés. Par la suite, la réaction de 

séquence a été effectuée à partir de l'ADN purifié suivant le diagramme présenté en figure 12. 

t 
96°i 96"
 

l' ! 10"
 

l
i 
! 1"j 

"i 5 

\... --., ...... J
 

Y
 
25 cycles 

Figure 12: Diagramme schématisant la réaction de séquence 
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1 2.3.3. Purification des produits de réactions de séquences et séquençage 

Les produits de réaction de séquence ont été à nouveau purifiés grâce un autre système de 

billes magnétiques, le système Agencourt CleanSeq (Beclanan Coulter inc, beverly, Ma) 

(annexe 4). Les produits d'ADN issus de cette dernière purification ont été passés au 

séquenceur. Puis, Les résultats ont été analysés avec le logiciel SeqScape v2.5 et les 

séquences des gènes Pj25 et Pj230 de la souche NF54 ont servi de référence (Kaslow et al. 

1989b; Niederwieser et al. 2001). 
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II. Résultats 

III L'efficacité du sérum humain anti-Pfs25 en conditions semi-naturelles 

1.1.1. Blocage et réduction de la transmission par le sérum de personne immunisée 

L'objectif de l'étude, était d'évaluer l'efficacité d'un sérum humain issu d'une immunisation 

anti-Pfs25 sur des isolats naturels P. Jalciparum. Les expériences ont été réalisées à 

concentration constante d'anticorps (1 09~g/ml), celle obtenue chez le volontaire immunisé, et 

ont porté sur du sang infecté provenant de 12 porteurs humains dont 7 au Burkina et 5 en 

Thaïlande. Les densités de gamétocytes chez les personnes infectées étaient très variées, allant 

de 32 à 1328 gamétocytes/~l avec en moyenne 133/~1 (IC95% [78 ; 227]) au Burkina contre 

409/~1 (IC95% [62; 2706]) en Thaïlande. Chez les moustiques disséqués, une forte 

hétérogénéité a été observée dans la distribution des oocystes aussi bien dans les groupes 

expérimentaux (test & contrôle), que d'une expérience à une autre (Fig. 13). Le tableau III 

récapitule l'ensemble des données obtenues au Burkina Faso et en Thaïlande ainsi que 

l'efficacité du sérum exprimée en termes d'activité bloquant la transmission (TBA) et 

d'activité réduisant la transmission (TRA) de l'infection. 
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Figure 13: Distribution du nombre d'oocystes dans les expériences testant le sérum anti-Pfs25 au Burkina Faso 
Les points représentent le nombre d'oocystes comptés sur les estomacs des moustiques (en bleu pour le contrôle 
et en rouge pour le test en présence de sérum de personne irrununisée). Les étoiles au dessus des nuages de points 
indiquent les significativités des tests statistiques (Mann Whitney test, P<O.OOOl) entre groupe test et groupe 
contrôle de chaque expérience. 
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Tableau III: Récapitulatif des données sur les expériences testant le sérum anti-Pfs25 

Prévalence en %	 Intensité 
1TBA%	 TRA%(InfectélDisséqué)	 Moyenne; Médiane (EI-) 1	 1

(lC 95%)	 (lC 95%) p-value p-valuePays D.G. Contrôle Test 1	 Contrôle Test 
1 

336 80,00 (961120) 14,16(171120) 82,5 [72,1 ; 89,0] 0003 20,1 ; 9 (1-30) 0,7; 0 (0-0) 96,9 [88,9 ; 99,2] 0.002/
<l) 

'"Cl 720 86,66 (52/60) 56,66 (34/60) 34,8 [14,5 ; 50,3] 0.0/3 144,1 ; 140 (96-236) 12,9; 2 (0-14) 9J,8 [66,5 ; 98,0] 0.0097
.§ 32 61,66 (74/120) 14,16 (17/120) 77,4 [59,2 ; 87.5] 0.003 2,6 ; 2 (0-4) 0,3; 0 (0-0) 91,2 [56.9; 98,2] 0.0/90:8 

1120 85,00 (51/60) 80,00 (48/60) 5,6[-20.5 : 26,0] 0.5/2 149,3 ; 112 (8-246) 97,2; 58 (5-166) 33,8 r-67.1 : 73,8] 02827 
E-< 
....c::: 

1328 94,04 (79/84) 95,45 (63/66) -1,1 L-15,1 ; 11,2] 0.772 222,9 ; 162 (49-345) 70,0 ; 53 (22-120) 71,0 [-21,7: 93,1] 0.0743 

128 84,13 (53/63) 72,60 (53173) 14,9 [-7,6: 32,7] 0/25 33,4 ; 28 (6-49) 6,3; 4 (0-9) 80,6 [58,5; 91,0] 00059 
0 184 95,74 (45/47) 85,32 (93/103) 10,5 [-10,4 ; 27,5] 0./8/ 86,4; 88 (24-133) 22,0 ; 16 (5-33) 73,6 [63,6 : 80,9] 0.0003C/l

~	 

«j 
64 86,02 (80/93) 61,46 (59/96) 27,1 [5,2 ; 43,9] 0.034 13,7 ; 13 (3-23) 3,9; 2 (0-7) 72,0 [63,9 ; 78,2] 0.0002 

«j 
128 61,76 (42/68) 29,51 (18/61) 48,5 [1,2; 73,2] 0.047 11,4 ; 3 (0-16) 2,0; 0(0-2) 80,0 [29,2 ; 94,4] 0.025/c: 

:I2 360 78,05 (64/82) 64,42 (67/104) 19,2 [-10,4; 40,8] 0.099 54,9 ; 22 (2-92) 6,8; 2 (0-7) 87,1 [76,1 ; 93,1] 0.00/5l-< 
::l 

128 80,00 (60/75) 41,86 (36/86) 48,7(31,9;61,3] 0003 11,1 ; 5 (1-14) 1,6; 0 (0-2) 84,6 [66,2; 93,0] 00050t:O 
80 83,33 (110/132) 50.00 (65/1 30) 40,1 [25,8 ; 51,6] 0.003 14,0; 13 (2-21) 2,7 ; 1 (0-4) 80,9 [72,4 ; 86,7] 0.0003.

*: Ecart Interquartile (El) est une mesure de dispersion qui s'obtient en faisant la différence entre le premier et le troisième quartile 

D.G. : densité de gamétocytes par microlitre de sang des différentes personnes infectées. Les p-values ont été mesurées entre les valeurs catégorielles en utilisant le test de 

Chi2 pour les moyennes et le test de Mann Whitney pour les intensités. 
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II.1.2. l'efficacité du sérum anti-Pfs25 en fonction du niveau de l'infection 

Pour IOdes 12 expériences, l'analyse statistique a révélé une réduction (TRA) significative 

du nombre d'oocystes dans les groupes tests comparés aux groupes contrôles. En revanche, il 

a été révélé une faible efficacité en termes de blocage de la prévalence de l'infection (TBA). 

En effet, la TBA a été significative pour seulement 7 des 12 expériences (Tableau III). De 

plus, une importante fluctuation du TBA en fonction des expériences a été révélée, allant de 

1,1 % (efficacité nulle) à 82,5%, suggérant l'implication de facteurs explicatifs. Une analyse 

de méta-régression (réalisée par M. Fay, NIH) a été effectuée dans le but d'identifier les 

facteurs expliquant ces variations d'efficacité bloquant la transmission du sérum. En 

moyenne, 51,2% et 30,1% de TBA ont été obtenues respectivement en Thaïlande et au 

Burkina. L'analyse de méta-régression révèle que ces différences observées ne sont pas liées 

aux sites mais sont plutôt associées à la variation de la densité de gamétocytes. En effet, 

l'intensité de l'infection (moyenne d'oocystes dans le groupe contrôle) dérivant de la densité 

de gamétocytes a été identifiée comme le facteur potentiellement impliqué. Afin de visualiser 

l'effet de l'intensité de l'infection, les TRA et TBA ont été présentés dans de graphes, en 

fonction de la moyenne d'oocystes dans le lot contrôle (Figure 14). Le TRA varie très peu en 

fonction de l'intensité de l'infection (Figure 14A) alors que le TBA est négativement corrélé à 

l'intensité de l'infection (Figure 14B). Ces résultats tendent donc à montrer un rôle important 

de l'intensité de l'infection (nombre moyen d'oocystes dans le lot contrôle) sur l'efficacité de 

blocage de la transmission. Cet aspect sera détaillé dans le chapitre 2. 
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Figure 14: Relation entre l'efficacité du sérum anti-Psf25 et l'intensité de l'infection. 
(A) indique la réduction de J'intensité de J'infection (TRA) et (B) la diminution de la prévalence de l'infection 
(TBA) selon l'intensité moyenne d'infection dans le groupe contrôle de moustiques. Les points en bleu désignent 
les expériences réalisées aux Burkina Faso et en rouge celles de la Thaïlande. 
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II.2. L'efficacité d'anticorps issus de souris immunisées 

En rappel, 5 anticorps ont été générés chez les souris au « Jenner Institute » et leurs efficacités 

respectives ont été évaluées sur des Plasmodium de culture NF54. Il s'agissait des anticorps 

dirigés contre les antigènes Pfs25, Pfs230, Pfs48/45 natif et Pfs48/45 de P. falciparum et un 

anticorps spécifique de l'antigène AgAPNl, une protéine de l'estomac d'An. gambiae. La 

différence entre les deux variantes de l'antigène Pfs48/45 réside dans la présence/absence 

d'un groupement glycosyl à l'extrémité N-terminal de la protéine. A l'état naturel, ce 

groupement existe sur la protéine (Pfs48/45+NGln ou Pfs48/45 natif), mais dans la construction 

de la molécule vaccinale il a été jugé nécessaire de le supprimer (Pfs48/45_NGln ou Pfs48/45) 

afin de mesurer son importance. 

Notre objectif était donc d'évaluer l'efficacité de ces anticorps chez le système biologique P. 

falciparum - An. coluzzii, en fonction de 3 paramètres: la diversité des parasites; le niveau 

d'infection des moustiques et la concentration d'anticorps. Les femelles d'An. coluzzii ont été 

nourries sur du sang infecté par des gamétocytes de P. falciparum contenant les anticorps et 

l'efficacité a été évaluée en termes d'activité bloquant la prévalence de l'infection et d'activité 

réduisant l'intensité de l'infection. 

II.2.1. L'Efficacité comparée des 5 anticorps 

En premier lieu, nous avons voulu mesurer l'efficacité de chacun des anticorps. Dans une 

première expérience comparative, les 5 anticorps ont été testés à la même concentration (500 

!lg/ml) ajouté à du sang infecté d'un même individu. Cette concentration d'anticorps de 

500!lg/ml fixée dans l'expérience est proche de celle testée en conditions de laboratoire 

(650!lg/ml) sur la souche NF54 de Plasmodium, afin de pouvoir comparer les résultats. Des 

femelles d'An. coluzzii ont été nourries avec le sang infectieux et un des anticorps, elles ont 

été disséquées 7 jours plus tard pour la détection des oocystes. Le porteur de gamétocyte a 

généré ici une infection de forte intensité puisque 61,79 oocystes en moyenne (lC 95% 

[45,04; 78,53]) ont été trouvés dans le groupe contrôle. Les résultats montrent une très grande 

variation dans la distribution du nombre d'oocystes pour les différents anticorps testés (Fig. 

15). Une analyse statistique a révélé 3 informations principales: 

(i) Les deux lots de moustiques contrôles (gorgés sur du sang avec sérum AB ou anticorps 

contrôle) montrent des niveaux d'infection similaires aussi bien en termes de prévalence 
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d'infection (test de Chi 2, p=0,2991) qu'en tennes d'intensité d'oocystes (Mann Whitney test, 

p= 0,1341) confumant ainsi la neutralité de l'anticorps contrôle et du tampon de purification 

sur le parasite. 

(ii) Les anticorps dirigés contre les antigènes AgAPN1, Pfs48/45 (toutes les deux variances) 

n'ont pas montré d'effet sur la fonnation des oocystes (Mann Whitney test, p> 0.1286). 

(iii) Les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont montré une forte activité de blocage de la 

prévalence de l'infection: respectivement 80% et 100% d'efficacité. 

Sur la base de ces analyses directives, nous avons orienté les expériences en deux groupes 

visant chacun à vérifier les observations (ii) et (iii). 
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Figure 15 : Comparaison de l'efficacité des anticorps en tennes de distribution d'oocystes. 
Les points représentent le nombre d'oocystes comptés sur les estomacs des moustiques (en bleu pour les 

groupes tests et en rouge pour les groupes contrôles). La barre horizontale représente la moyenne. NS : non 
significatif. 

II.2.2. Confirmation de la faible efficacité de 3 anticorps 

Les anticorps Pfs48/45 natif, Pfs48/45_NG1n, AgAPNl n'ont pas montré d'efficacité 

significative lors du premier essai. Afin de comprendre si ce résultat était lié à l'isolat de 

parasite issu du donneur de gamétocyte, une deuxième expérience a été réalisée avec ces 
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mêmes anticorps à la même concentration (500 Ilg/rnJ). Le donneur de sang présentait une 

densité de 120 gamétocytes/1l1 de sang. Le contrôle a généré en moyenne 64,15% [50,62 ; 

75,70] de moustiques infectés avec 8,54 oocystes en moyenne (lC 95% [5,25 ; Il,69]). Dans 

cet essai, l'anticorps Pfs48/45 natif a totalement bloqué l'infection. Par contre, Pfs48/45_NGln a 

réduit la prévalence de l'infection de 77,73% et réduit l'intensité de 87,18%. Pour AgAPN1, 

une réduction de 65,47% de l'intensité a été observée, alors que l'effet de blocage sur la 

prévalence était de 22,06% (Fig.16). Une troisième expérience, effectuée en guise de 

confmnation, a malheureusement porté sur du sang infecté par plusieurs espèces de 

Plasmodium (P. jalciparum et P. malariae), ne permettant pas d'apprécier l'action des 

anticorps spécifiques à jalciparum. Mais en se résumant à ces deux expériences et à une 

concentration d'anticorps aussi élevée, il ressort que ces trois anticorps ont une faible activité 

fonctionnelle sur les isolats naturels de Plasmodium. 
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Figure 16 : Distribution d'oocystes au sein des moustiques gorgés sur les anticorps à faible efficacité.
 
Les points représentent le nombre d'oocystes comptés sur les estomacs des moustiques (en bleu pour le contrôle
 
et en rouge pour le test) pour deux expériences pour lesquelles le nombre moyen d'oocystes chez les moustiques
 
contrôles est 61.79 (A) ou 8.54 (8).
 

II.2.3. Mesure approfondie de l'efficacité des anticorps Pfs25 et Pfs230 

Afin d'estimer l'efficacité des deux candidats vaccins en tenant compte de la diversité des 

isolats de parasites, les anticorps spécifiques de Pfs25 et Pfs230 ont été simultanément testés 

avec du sang infecté provenant de plusieurs donneurs. Au total, 7 expériences, utilisant 

chacune un sang infecté et un ou plusieurs titres d'anticorps, ont été réalisées. Pour 

l'ensemble des expériences, l'efficacité des anticorps a été estimée en termes d'activité 

blocage de la transmission (TBA) et l'activité réduction la transmission (TRA) (Tableau IV). 

Selon les expériences, la TBA et la TRA ont été complètes ou non. 
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Tableau IV: Récapitulatif de l'efficacité des anticorps Pfs25 et Pfs230 en fonction de leur concentration et l'intensité de l'infection 
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31,25/lg/ml 1 36.36% 33.45% '. 27.08% -12.83% 

1 .. 
500/lg/ml 80% 99.37% 100% 100% 100% 100% ,. 
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~ 
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1 
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1 
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1= Intensité de l'infection dans le groupe contrôle (Moyenne d'oocyste par moustique) ; TBA = activité bloquant la transmission; TRA = activité réduisant la transmission 
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II.2.4. Effet du titre d'anticorps sur la réduction et le blocage de la transmission 

Afin de détenniner la relation entre le titre des anticorps et leur efficacité, les anticorps anti

Pfs25 et anti-Pfs230 ont été testés à différentes concentrations sur le sang infecté du même 

porteur (expérience 4, tableau IV). Pour une densité de 80 gamétocytes/1l1 dans le sang du 

porteur, nous avions observé une moyenne d'environ 6 oocystes par moustique dans le groupe 

contrôle. A cette intensité d'infection, une régression linéaire a été effectuée entre les 

concentrations d'anticorps et leur efficacité. Cette analyse a révélé que pour chacun des deux 

anticorps, l'efficacité en tennes de blocage de la prévalence et de réduction de l'intensité, est 

positivement corrélée avec leur concentration dans le sang (Coefficient de corrélation 

;=0,8439 et r2=0.8087 pour Pfs230 et Pfs25 respectivement) (Fig. 17). 

En conclusion, le sérum anti-Pfs25 issu de l'immunisation d'un homme et de titre 100 Ilg/ml, 

s'était avéré plus efficace en faible intensité d'infection. Ici, pour une intensité fixe, 

l'anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont montré une efficacité qui augmente avec leur 

concentration. Ces observations démontrent donc que l'efficacité des anticorps dépend à la 

fois de leur concentration dans le sang et de l'intensité de l'infection. 
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Figure 17: Relation entre l'efficacité des anticorps et leur concentration dans le sang.
 
Pour isolat donné de Plasmodium, les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont été testés à différentes
 
concentrations. Les graphes A et B indiquent respectivement l'activité réduisant la transmission et J'activité
 
bloquant la transmission en fonction de leur concentration.
 

II.3. Résumé de l'efficacité des candidats vaccins 

Pour être efficace, un vaccin TBV devra réduire la prévalence d'infection afin d'affecter la 

chaine de transmission du paludisme. Il est attendu que réduire seulement l'intensité de 

l'infection (nombre d'oocystes parmi les moustiques infectés) ne devrait pas impacter la 
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transmission du paludisme. En effet, un nombre limité d'oocystes, vOire un seul, suffit à 

assurer le caractère infectieux du vecteur ((Vaughan et al. 1992, 1994; Vaccines. 20 Il)). Pour 

cette raison, l'efficacité du TBV devra se mesurer par son effet sur la prévalence de 

l'infection chez les moustiques exposés (TBA). Ainsi, nous avons réalisé une synthèse 

graphique intégrant à la fois le TBA, la concentration d'anticorps et l'intensité de l'infection à 

partir de toutes les expériences réalisées avec les anticorps de souris (Fig. 18). Ces graphes 

permettent de visualiser le fait que pour chaque intensité de l'infection, il existe une 

concentration minimale d'anticorps requise pour un blocage total de la transmission. A titre 

d'exemple, une intensité de 20 oocystes en moyenne dans le groupe contrôle requiert une 

concentration d'environ 125!J.g/ml de l'anticorps anti-Pfs230 pour un blocage total de la 

transmission du parasite. Ainsi, nous avons défini une zone (nommée zone d'efficacité) 

correspondant aux différentes combinaisons (titres d'anticorps/intensités de l'infection) pour 

lesquelles le blocage de la transmission est quasi-total. Nous percevons ici que de telles 

données pour des anticorps produits chez l'homme permettraient de réaliser des modèles dans 

le but d'estimer l'efficacité du TBV en fonction du titre d'anticorps obtenu chez les sujets 

immunisés et les modalités de la transmission. 
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Figure 18: Représentation graphique de l'efficacité des candidats TBV 
L'intensité de l'infection dans le groupe contrôle a été placé en abscisse et la concentration d'anticorps en 
ordonnée. Les différents points indiquent les efficacités correspondant à chaque combinaison concentration 
d'anticorps / intensité de l'infection. Les couleurs des points correspondent au niveau d'efficacité avec: _ = 

efficacité < 70%, • = efficacité 70 % - 99% et • = 100% d'efficacité. La section marquée en pointillée désigne 
une zone dite de certitude i.e. à l'intérieur de laquelle toute concentration d'anticorps est susceptible de bloquer 
l'intensité de l'infection qui lui est associée. 
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II.4. Une diversité parasitaire sans impact sur l'efficacité des candidats TBV 

II.4.1. La structure génotypique de l'infection n'affecte pas l'activité des anticorps 

Au cours de cette étude nous avons observé des efficacités partielles dans certaines 

expériences aussi bien pour le sérum humain anti-pfs25 que pour les différents anticorps issus 

de souris. Afin de vérifier si la multiplicité d'infection impacte l'efficacité des TBV, nous 

avons procédé au génotypage des isolats naturels de Plasmodium du stade sanguin et du stade 

oocystes par la technique des microsatellites. Sur un total de 36 échantillons de sang infecté 

analysés 34 personnes se sont révélés être infectées par plusieurs clones de Plasmodium. Pour 

8 des 36 patients les parasites au stade oocyste chez les moustiques infectés, ont été génotypés 

en parallèle avec ceux du stade sanguin. En assimilant les oocystes issus des moustiques de la 

même expérience comme étant d'une même population de parasite, nous avons reconstitué 

l'ensemble des haplotypes ayant infecté ces moustiques. Ainsi, plusieurs haplotypes 

parasitaires ont été également observés chez les moustiques infectés. Toutefois, l'analyse 

comparative de génotypes des deux stades de parasite révèle des similitudes comme des 

différences d'haplotypes dans plusieurs cas (tableau V). Tout compte fait, la combinaison des 

résultats des deux stades a permis d'identifier l'ensemble d'haplotypes ayant infecté les 

patients: 5 à 12 haplotypes (tableau V). De cette analyse, il ressort que la quasi-totalité des 

patients du Burkina Faso sont infectés par différents haplotypes. En revanche, un seule 

haplotype a été révélé chez 4 patients (sur 5) de la Thaïlande suggérant une infection 

quasiment monoclonale. Toutefois, les infections à multiples haplotypes n'a pas un impact 

sur l'efficacité des candidats TBV. En conclusion, en dépit des contrastes observés entre les 

nombres d'haplotypes dans la population au Burkina et en Thaïlande, les résultats sont restés 

similaires en termes d'efficacité du sérum anti-Pfs25.Nous avons observé des génotypes 

parfois différents entre les stades de parasites chez l'homme et les stades oocystes chez le 

moustique. La présence d'un génotype dans le sang, absent chez le moustique peut être du au 

fait que les stades sanguin incluent des formes asexuées non transmissibles aux moustiques. 

La présence d'haplotypes chez les moustiques non identifiés chez l'homme pourrait 

s'expliquer par la faible densité du génotype chez l'homme difficilement détectable la 

technique de la peRo Nous envisageons à l'avenir, d'analyser les génotypes dans les 

différents groupes de moustiques (contrôles et tests) afin de déterminer une éventuelle 

sélection. 
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Tableau V : Récapitulatif du génotypage des isolats de Plasmodium Burkina Faso 

Poly 0. TAAI09 ARA2 TAA60 PfPK2 TAA87 Pf377 Haplotypes 

NF54 152	 83 69 96 , 168 99 174 1 
Sang 153, 156, 159, 162, 166 71 63, 72 97,100, 103, 106 159, 162, 168 91	 165,174,178 , 

1A	 6
Oocyste 

153,156,178	 71,74,80,83,86 63,66.69,78 97,100 162,165,175 97,99, 105, 108 150,157,165 

Sang 133 74 72 93,103 162 105 162, 198 
B 9Oocyste	 137,139,142,150, 153,159, 71,74,77,80, 99, 102, 105, 108, 150,162, 165, 174,60, 63, 66, 69, 72, 78 97, 100, 103 159,162,165, 168,175,

168,181 83,86	 III. 119 178 

Sang 150,153,156, 71,74,83,86 63,66,78 97,100, 106 162, 165 88,91,99 150, 165, 198, 
C 6 

Oocyste 150, 156, 159, 166 80 66,69,78 93, 100 159,172 99, 105, 108, III 165, 174, 178, 190 

139,142,150,153,156,159, 71,74,77,80.	 159,162,165, 168, 172, 162,165,174.178,Sang	 60,63,66,69,78 93,97, 100, 103, 106 102, 105, 108, 114
162,166,168,172,174 83,86,90	 175 198D	 11 

Oocyste	 150, 159, 162 74,80 66,072 93,100 162,172 108, 178,
 

130,150,153,156, 159,162, 159, 162, 165, 168, 172, 97,99, 102, 105, 162, 165, 174, 178,
Sang	 71,74,80,90 66,69,72,75,78 93,97, 100 
166,174	 175 108,122 190, 198E	 11 

Oocyste	 153,159,168,172,187 74,77,83 63,66,69,72 97, 100, 103, 106 159,190 102, 105 165, 178
 

142, 146, 150, 153, 156, 159, 162,174,178,187,
Sang	 74,80, 83, 86 66,69,72,75 93,97, 100, 106 162,165,168, 172 102,117
162, 166, 168	 198F	 991,97, 102, 105,

Oocyste	 153,156,162,166,172 71. 74, 80, 83 60,63,66,69,75 97,100,103,106 159, 162, 165, 168 162,165,174,178108, III
 

Sang 150, 156, 159, 162, 166, 168 74,77,80,83 66,69,75 93,97, 100, 103, 106 159,165,168,172,190 NA 162, 165, 174, 178

G 150, 153, 156, 159, 162, 166,	 162,165,168, 172, 175, 094, 099, 102, 105, 162,165,174,178,Oocyste 71,74,77,80,83 63,66,72,81,90 93,97, 100, 103	 9168,172,178	 181 108, Il 1. Il 9 181,184 

Sang	 153 71,74, 77, 80, 83 66,72,75 97, 100 162,165 97,102,105 162,178 
H l 5 

Oocyste 150,153,156,172 71,80,83 63,66,72,81 100,103 159, 162, 168, 175 99, 102, 105, III 162, 165, 178 
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II.4.2 une absence de polymorphisme des gènes Pf25 et Pf230 

Afin de détecter un lien potentiel entre l'efficacité des candidats vaccins et le polymorphisme 

des gènes codant pour les protéines cibles Pfs25 et Pfs230, l'ADN parasitaire du sang et des 

oocystes, a été amplifié puis séquencés pour ces deux gènes. Pour les parasites dans le sang, 

trente cinq (35) échantillons d'ADN ont été séquencés pour les gènes Pj25 et Pj230. Nous 

n'avons pas décelé de mutation parmi les parasites dans le sang. La Figure 19 présente à titre 

d'exemple le profil de la séquence nucléotidique d'un échantillon pour le gène Pj25. 

Nous avons émis l'hypothèse qu'il peut exister des variantes rares de parasites qui ne seraient 

pas détectées par PCR à partir des échantillons de sang car présentes en faible densité par 

rapport au génotype majoritaire. Nous avons donc séquencé ces gènes depuis les parasites au 

stade oocyste chez les moustiques. Pour 5 expériences ayant testé l'efficacité du sérum anti

Pfs25, nous avions isolé 495 oocystes d'une cinquantaine d'estomacs de moustiques infectés 

issus du groupe test et du groupe contrôle. L'ADN issu de ces 495 oocystes a été séquencé 

pour cet antigène. Les résultats de l'ensemble de séquençage analysés n'ont révélé de 

mutation ponctuelle. En somme, en dépit de la forte diversité génotypique des parasites, nous 

n'avons pas décelé de polymorphisme pour les antigènes Pfs25 et Pfs230. Cette observation 

confirme le faible polymorphisme connu pour ces antigènes (Shi et al. 1992; Williamson & 

Kaslow 1993; Niederwieser et al. 2001; Manske et al. 2012), qui constitue un atout pour 

l'efficacité des TBV les ciblant. 

290 280 270 260 250 240 230 

Dl 211 221 231 241 251 261 271 

Figure 19 : profil de séquences nucléotidiques d'un fragment du gène Pj25.
 
Les deux séries de pics marqués en couleurs indiquent les signaux des bases le long du brin d'ADN et la
 
longueur des bâtons bleus située aux dessus traduit la qualité du signal. Ces pics sont traduits en nucléotides avec
 
leur position respective sur la séquence.
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III Discussion 

Ill!. Efficacité du sérum humain anti-Pfs25 sur des isolats naturels de P. 

falciparum 

Dans cette étude, nous avons démontré que le sérum de personne immunisée contre l'antigène 

Pfs25 agit efficacement sur les isolats naturels de P. falciparum de deux faciès 

épidémiologiques différents (Thaïlande et Burkina Faso). En effet, nous avons observé une 

réduction substantielle de plus de 80% de l'intensité de l'infection (TRA) dans ces deux sites 

(Bousema et al. 2013). Ces résultats similaires s'expliquent en partie par la standardisation du 

protocole de part et d'autre, mais aussi par le fait que la concentration limitée d'anticorps 

n'agit que sur une partie des parasites. Le même sérum avait généré une réduction du nombre 

d'oocystes comprise entre 68 et 83% sur la souche NF54 de P. falciparum (Wu et al. 2008) ; 

des résultats qui sont conformes aux nôtres qui traduisent une fois de plus l'activité 

fonctionnelle des anticorps issus de cet essai vaccinal. L'efficacité du sérum était 

indépendante de la diversité génétique des isolats de parasites, avec une forte multiplicité 

d'infection au Burkina Faso et une majorité de mono-infections en Thaïlande. Le gène Pj25 

ne montrant pas de polymorphisme, on peut supposer que la diversité génétique n'affecte pas 

l'efficacité des anticorps, tant que la cible antigénique n'est pas variable. 

En contraste, le blocage de la transmission par le sérum anti-Pfs25 (TBA) s'est avéré limité 

aussi bien au Burkina qu'en Thaïlande. Nous émettons l'hypothèse que ceci est dû à la forte 

intensité de l'infection observée dans les expériences au sein des groupes contrôles. En effet, 

nous avons observé une corrélation linéaire négative entre l'intensité de l'infection et le TBA, 

or nous avons sélectionné des porteurs humains à forte densité de gamétocytes pour nos 

expériences, engendrant ainsi des fortes intensités d'oocystes. Ces niveaux d'infection 

pourraient être probablement supérieurs aux niveaux d'infections naturels, en général moins 

de 5 oocystes (Sinden 1999b). Ainsi, il est vraisemblable que le sérum serait plus efficace 

dans des conditions ou l'intensité de l'infection serait moindre, comme chez les moustiques 

naturellement infectés. Ces résultats suggèrent l'importance cruciale d'intégrer l'intensité de 

l'infection du groupe contrôle dans les mesures de l'efficacité des candidats TBV. 

Au cours de ces travaux, nous avons pu tester pour la première fois un sérum humain 

immunisé pour Pfs25 sur des isolats naturels de P. falciparum, mimant ainsi, mieux que 

jamais fait jusqu'à présent, l'efficacité d'un vaccin TBV ciblant cet antigène. L'efficacité de 
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ce sérum, limitée en TBA a probablement été sous-estimée en étant testé dans des conditions 

de fortes intensité d'infection. Néanmoins nos résultats donnent un nouvel élan au concept de 

TBV qui, à un certain moment était confronté à un certain scepticisme (Hill 20 Il ). 

111.2. Efficacité des anticorps issus de souris immunisées 

111.2.1. Vaccins à base de virus recombinant 

Dans cette étude, 2 des 5 anticorps (anti-Pfs25 et anti-Pfs230) ont montré une grande 

efficacité alors que les 3 autres (AgAPNl, Pfs48/45 natif et Pfs48/45_NG1n) ont montré une 

efficacité très limitée vis-à-vis des isolats parasitaires de terrain. Ces résultats sont 

comparables à ceux obtenus en infections expérimentales avec le système vectoriel du 

laboratoire, P. falciparum NF54 - An. stephensi (Kapulu et al., soumis). Il avait été déjà 

mentionné dans des études précédentes que les vaccins utilisant les virus recombinants 

comme vecteurs, pouvaient stimuler la réponse immunitaire (Draper et al. 2008; Draper et al. 

2009; Goodman et al. 2010; Goodman et al. 20 Il). La grande immunogénicité des antigènes 

exprimée chez les souris et l'efficacité de certains anticorps à bloquer la transmission 

confirme que les virus recombinants comme vecteurs d'antigène pourraient être appropriés 

pour l'établissement de molécules vaccinales. Aussi, des essais cliniques phase l utilisant ces 

mêmes virus recombinants ont montré qu'ils sont bien tolérés chez l'homme (Sheehy et al. 

20 Il; Sheehy et al. 2012). 

111.2.2. Faible efficacité des anticorps anti-AgAPNl et anti-Pfs48/45 

Les antigènes AgAPNI, Pfs48/45-native Pfs48/45_NGln se sont montrés très immunogènes 

lorsqu'ils ont été administrés aux souris, générant une importante quantité d'anticorps 

(Kapulu, et al., soumis). Pourtant, testés même à forte concentration aussi bien sur les 

parasites de laboratoire que sur les isolats naturels, les anticorps dérivant de ces antigènes ont 

été d'un effet minime sur les parasites comparativement aux anticorps anti-Pfs25 et anti

Pfs230. Cette faible efficacité peut être due a une faible affinité fonctionnelle des anticorps 

pouvant s'expliquer par plusieurs raisons. 

Pour l'antigène AgAPN l, nos résultats sont en contraste avec ceux publiés précédemment 

(Dinglasan et al. 2007b; Mathias et al. 2012). Les auteurs des études précédentes ont monté 
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que les anticorps dirigés contre l'antigène AgAPN1 étaient susceptibles de bloquer le 

développement de P. berghei et P. falciparum. La divergence avec nos résultats pourrait 

s'expliquer par les épitopes utilisés pour l'immunisation: nos expériences ont utilisé comme 

antigène la protéine AgAPNl quasiment entière alors que les expériences menées par l'équipe 

de Rhoel Dinglasan ont utilisé une partie plus restreinte de la protéine (Dinglasan et al. 2007a; 

Dinglasan et al. 2007b). La protéine entière a généré des anticorps spécifiques, mais pourtant 

moins efficaces (Kapulu, et al., 2013). La différence d'efficacité selon la taille de l'antigène, 

pourrait être due un accès différent de l' épitope pour les anticorps. 

Des deux variantes antigéniques Pfs48/45_NGln et Pfs48/45-natif, seuls les anticorps résultant 

de l'immunisation par Pfs48/45-natif ont montré une réduction significative et bloquent à 

100% la transmission pour un test en conditions de faible intensité d'infection. En rappel, 

Pfs48/45_NGln et Pfs48/45-natif diffèrent par la présence du groupement glycosyl à l'extrémité 

N-terminale de la protéine native (Pfs48/45-natif). Ainsi nos résultats mettent en évidence le 

rôle de cette fonction glycosyl dans l'affinité des anticorps. D'autre part, la formulation d'un 

vaccin à base de l'antigène Pfs48/45 a longtemps été une limite majeure. En effet, il était 

difficiles d'exprimer la chaine peptidique entière et obtenir sa maturation en conformation 

antigénique (Kocken et al. 1993; Outchkourov et al. 2008). L'utilisation de virus 

recombinants à permis de dépasser ces obstacles et fait de cette technique une avancée 

majeure pour l'expression de candidats vaccins. Cependant, la faible efficacité des anticorps 

malgré la bonne immunogénicité de Pfs48/45, souligne la nécessité d'une amélioration dans 

sa formulation. Le caractère polymorphe de cet antigène rapporté dans la littérature 

(Niederwieser et al. 2001) pourrait constituer une barrière supplémentaire pour produire un 

vaccin efficace sur la base de cet antigène. 

111.2.3. Pfs25 et Pfs230, deux candidats vaccins prometteurs 

III 2. 3.1. Efficacité des anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 

Les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont montré une capacité à bloquer le développement 

des isolats sauvages de Plasmodium au sein de leurs vecteurs naturels. La conformité de ces 

résultats à ceux observés par Melissa Kapulu sur les spécimens de laboratoire, confirme 

l'efficacité des anticorps, et soutient la qualité de ces antigènes en tant que candidats vaccins 

prometteurs (Carter 2001; Eksi et al. 2006; Saul 2007, 2008; Sinden 201 Oa). Nous avons 
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démontré en conditions semi-naturelles que ces candidats vaccins agissent efficacement sur 

les parasites sauvages. Ceci confirme des résultats obtenus au Cameroun pour Pfs25 (Mulder 

et al. 1996). En intégrant les variables d'intensité de l'infection et titre d'anticorps dans 

l'évaluation, les deux anticorps présentent des différences vis-à-vis de leur efficacité. A 

concentration égale et pour une même intensité d'infection, les anticorps anti-Pfs230 sont plus 

efficaces que les anticorps anti-Pfs25. Autrement dit, pour obtenir un blocage total d'une 

intensité d'infection donnée, le titre nécessaire d'anticorps anti-pfs25 est plus élevé que pour 

les anticorps anti-Pfs230. Plusieurs hypothèses pourraient concourir à expliquer cette 

différence d'efficacité. En rappel les protéines antigéniques Pfs230 s'expriment chez les 

gamètes 30 minutes après le repas sanguin du moustique et Pfs25 24 heures plus tard chez les 

oocinètes. L'apparition précoce des protéines Pfs230 pourrait favoriser leur accessibilité par 

les anticorps anti-Pfs230 toujours plus actifs dans le bol alimentaire de moustique 

comparativement aux anticorps anti-Pfs25 dont l'activité peut être atteinte avant la formation 

des oocinètes. D'autres paramètres tels que l'affinité des anticorps, leur mode d'action, le 

nombre de parasites ciblés sont des causes probables de la différence d'efficacité entre ces 2 

candidats TBV. Des travaux en cours nous permettront d'apporter des éléments de réponses à 

cette observation. 

111.2.3.2. Nécessité d'un modèle pour évaluer l'efficacité des candidats vaccins 

Dans notre étude, nous avons démontré d'une part que l'efficacité des candidats vaccins est 

négativement corrélée à l'intensité de l'infection dans le groupe contrôle. D'autre part, nous 

avons aussi mis en évidence une relation efficacité dose dépendante du titre d'anticorps. A 

l'issue de ces observations, nous avons fait une analyse graphique simple (intégrant les trois 

paramètres: intensité de l'infection, concentration en anticorps et efficacité) pour représenter 

les résultats obtenus pour les deux candidats vaccins Pfs25 et Pfs230. Cette synthèse 

graphique est une version simplifiée d'un modèle mathématique en cours de réalisation, en 

collaboration avec de l'Imperial College London, afin de parvenir à un outil performant pour 

évaluer l'efficacité des candidats vaccins. 

En effet, les humains sont d'une part naturellement porteurs de densités variables de 

gamétocytes occasionnant différentes intensités d'infection chez les moustiques. D'autre part, 

pour une même dose d'antigène administrée à un groupe d'individus, il en résultera diverses 

réponses immunitaires engendrant des doses variées d'anticorps, liées à leur sensibilité aux 
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antigènes. Le modèle envisagé tient compte de ces différentes combinaisons naturelles et 

présente plusieurs avantages: 

- il pourra servir de matrice de comparaison de l'efficacité d'un ou de plusieurs candidats 

vaccins testés dans un ou plusieurs laboratoires différents. Par notre modèle simplifié par 

exemple, Pfs230 apparait plus efficace que Pfs25 (Fig.18). 

- il servira également à estimer la dose d'anticorps nécessaire pour bloquer totalement la 

transmission pour une intensité d'infection donnée, donc pour un profil de transmission dans 

une région donnée. 

Conclusion 1 

Le sérum humain anti-l~f\'25 qui s'était avéré efficace sur les souches de laboratoire agit 

efficacement sur les isolats naturels de Plasmodium indépendamment de leur prc4il génétique, 

au sein des vecteurs naturels. Cefte observation cOf?!irme la qualité de ce candidat vaccin 

leader, lève les scepticismes autour de l'efficacité des candidats vaccins en conditions 

naturelles et re1?force davantage le concept de TB V Des cinq antic011)S de souris testés, deux 

(anti-PI525 et anti-}~ls230) se sont avérés 4]lcaces en conditions expérimentales semi

natllre/les, L'immunisation par les virus recombinants s'avère donc être une alternative 

innovante dans la j(Jr1nulation des candidats TBV Les efficacités respectives des candidats 

vaccins ff\'25 et Pf..\'230 se sont avérées dépendantes de la concentration de l'anticorps et du 

niveau de l'infection. Cette ohservation met en lumière le hesoin de modéliser la relation 

entre les 3 parwnètres, intensité de l'infection, titre d'anticorps et efficacité, afin dévaluer 

avec plus de certitudes les dtfferents candidats TB V, Pour y arriver, il est important de définir 

clairement au préalable la relation entre la dose il?fèctante, l'intensité de lï'?fection et 

e.fllcacité des TB~'~ un slu'et qui constitue l'essentiel de notre chapitre 2. 

Les résultats décrits dans ce chapitre ont été valorisés dans un article (Da et al. 2013b) publié 

dans le journal "Infection and Immunity" et un autre (Kapulu et al, .), soumis dans le journal" 

Science Translational Medicine" (voir annexe 5). 
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Chapitre 4 : Relations entre la densité en gamétocytes, le succès de 
l'infection chez le moustique et l'efficacité des candidats TBV 

Introduction 

Au cours du Chapitre 1, nous avons testé différents candidats TBV, de différentes origines et 

agissant à différents stades de développement du parasite dans le moustique. Les résultats 

pour tous les candidats montrant une efficacité non nulle, suggèrent que, pour un titre 

d'anticorps donné, l'efficacité de la TBV sur la proportion de moustiques infectés (TBA) 

diminue quand la charge parasitaire augmente. La charge parasitaire a été mesurée par le 

nombre moyen d'oocystes dans les estomacs des moustiques contrôles (non soumis à l'action 

du candidat TBV). Cette observation peut avoir des répercussions importantes sur l'évaluation 

des candidats TBV. En effet, on comprend que selon la charge parasitaire à laquelle sont 

soumis les moustiques, on considèrera un candidat vaccin comme plus ou moins efficace. 

Pour cette raison nous nous sommes intéressés aux paramètres qui influencent la charge 

parasitaire chez les moustiques et les conséquences sur l'évaluation des TBV. 

Un des principaux facteurs susceptibles d'influencer le succès de l'infection chez les vecteurs 

est la quantité de parasites infectieux ingérés par le moustique au cours de son repas sanguin, 

étroitement associée à la densité de gamétocytes de l'hôte. De nombreux travaux ont tenté 

d'établir une relation entre les densités de gamétocytes chez l'hôte vertébré et les différents 

stades de développement pour le système P. berghei - An. stephensi (Sinden et al. 2007a; 

Poudel et al. 2008) ainsi que pour le système P. falciparum - An. gambiae (Gouagna et al. 

1999; Boudin et al. 2004). Cependant, plusieurs facteurs rendent cette relation complexe si 

bien qu'elle reste aujourd'hui mal établie (Blagborough et al. 2013). Par exemple, la 

garnétocytémie telle qu'estimée par la microscopie implique des imprécisions qui faussent la 

comparaison de gamétocytémies entre hôtes (Dowling & Shute 1966). En effet, les 

garnétocytémies sont estimées sur la base du nombre d'hématies ou de leucocytes de l'hôte, or 

ces paramètres hématologiques sont très variables d'un individu à l'autre (McKenzie & 

Bossert 200Sa; McKenzie et al. 2005b). En plus de cette incertitude dans l'estimation de la 

garnétocytémie, d'autres facteurs varient d'un isolat de parasites à l'autre. Il peut s'agir de la 

maturité des garnétocytes, le sexe ratio, certains facteurs génétiques et la multiplicité de 

l'infection (Mitri et al. 2009; Harris et al. 2010; Nsango et al. 2012) ; ces facteurs viennent 
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compliquer davantage l'établissement de la relation entre densité de gamétocytes et succès de 

l'infection. Ainsi, les relations élaborées sur la base des gamétocytémies estimées de plusieurs 

patients s'avèrent peu précises. 

Déterminer la relation entre la charge parasitaire infectieuse ingérée par les moustiques et le 

succès de l'infection chez le moustique permettrait d'évaluer l'efficacité des vaccins bloquant 

la transmission dans des conditions expérimentales contrôlées et permettrait d'établir la 

relation entre intensité de l'infection et efficacité de l'intervention. Sur le plan technique, une 

stratégie pour contrôler la variabilité entre isolats de parasites est de diluer les gamétocytes 

d'un isolat donné en vue d'évaluer avec précision la relation entre densité gamétocytaire et 

infectivité. 

Dans la perspective de l'utilisation de TBV pour lutter contre le paludisme, plusieurs 

systèmes biologiques artificiels comme naturels ont été utilisés pour appréhender les 

différents aspects de la transmission. Le système artificiel, P. berghei - An. stephensi, a été 

largement utilisé dans de nombreux travaux de laboratoire (Tirawanchai et al. 1991; 

Ramjanee et al. 2007; Mlambo & Kumar 2008a) pour ces multiples avantages: il est 

particulièrement robuste pour les expérimentations au laboratoire et facilite la réalisation de 

certaines expériences techniquement ou éthiquement impossibles avec le système naturel. 

Toutefois, l'extrapolation des résultats sur le système naturel ne doit se faire qu'avec 

précaution en raison des différences profondes entre les deux systèmes (Boete 2005; Cohuet 

et al. 2006; Dong et al. 2006). En particulier, la densité de l'infection chez les hôtes vertébrés 

diffère fortement entre les systèmes naturels et artificiels, le parasite murin donnant des 

charges parasitaires très élevées. Ainsi, bien que l'utilité du système artificiel soit évidente 

pour certaines phases d'expérimentation sur les molécules anti-Plasmodium, les résultats ne 

permettent pas une extrapolation directe au système naturel. Dans ce chapitre nous cherchons 

à établir la relation entre densité gamétocytaire chez l'hôte vertébré et succès de l'infection 

chez le moustique dans le système naturel P. falciparum-An. coluzzii et dans le système P. 

berghei-An. stephensi. Nous cherchons ensuite à définir les conséquences de cette relation 

lors de l'évaluation des candidats TBV. Nous avons donc dans un premier temps effectué des 

dilutions de P. falciparum et P. berghei et mesuré l'infectivité des différentes charges 

gamétocytaires chez les moustiques exposés. Dans le système P. berghei-An. stephensi, nous 

avons pu combiner ces dilutions avec l'estimation de l'efficacité d'un anticorps bloquant la 

transmission, homologue de Pfs25 chez le parasite de la souris, Pbs21. Enfin, un modèle 
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combinant diverses infections expérimentales et mesures de TBV a été établi afin d'estimer la 

relation entre intensité de l'infection et efficacité des TBV. 

I. Matériel et méthodes 

1.1. Expériences avec le système naturel: P. fa/ciparum - An. co/uzzii 

Pour déterminer l'impact de la charge gamétocytaire du porteur humain sur le développement 

sporogonique du parasite, nous avons effectué une dilution du sang infecté suivant différentes 

étapes résumées en figure 20. Chez un porteur de gamétocytes consentant, un volume 

d'environ 10 ml de sang veineux a été prélevé dans des tubes héparinés. Après une 

centrifugation pendant 3 minutes à 3000 r.p.m., le plasma sanguin a été retiré et substitué par 

le même volume de plasma d'un donneur européen non immun de groupe sanguin AB 

(Mulder et al. 1994). Après avoir été mélangé, le sang a été réparti dans deux tubes différents. 

Le premier tube de sang a été conservé au bain marie à 37°C (sang infectieux) et le contenu 

du second tube a été aliquoté dans des tubes de type Eppendorf 1.5 ml puis chauffé à 43°C 

pendant 15 minutes pour inactiver les gamétocytes sans affecter les propriétés hématologiques 

du sang qui pourraient avoir un impact sur le moustique (sang inactivé) (Sangare et al. 2013). 

Les gamétocytes ayant subi ce traitement sont incapables de poursuivre l'infection (Mendes et 

al. 2008; Mendes et al. 2011). Ce sang inactivé a été utilisé comme solvant pour diluer la 

densité gamétocytaire du sang infectieux pour obtenir des densités gamétocytaires relatives 

connues. Ainsi, tous les paramètres hématologiques (taux d'hémoglobine, hématocrite, taux 

leucocytaire) ont été maintenus constants, excepté la densité de gamétocytes infectieux qui 

variait suivant les facteurs de dilution. Ces solutions sanguines finales ont été utilisées pour 

gorger des femelles d'An. coluzzii de 3 à 4 jours, maintenues à jeun pendant les 24 heures 

précédentes. Après une trentaine de minutes de repas sanguin, les moustiques non gorgés ont 

été retirés et les autres ont été maintenus dans les conditions d'insectarium (28°C ±2, 80% 

1±05 RH), nourris au glucose 10% jusqu'au jour 7 post-infection pour la dissection et le 

comptage des oocystes. 
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Figure 20: Description schématique d'une infection expérimentale avec dilution de gamétocytes 

1.2. Expériences avec le système P. herghei - An. stephensi 

1.2.1. Infection des souris et production des gamétocytes 

Ces travaux ont été réalisés à « Imperial College of Londres» et ont utilisé la souche P. 

berghei ANKA 2.34 pour infecter des femelles An. stephensi (SDA 500). Les hôtes vertébrés 

étaient des souris de type Tuck Ordinary « TO» âgées de 4 à 8 semaines (Fig.2I). Afin 

d'optimiser la production de gamétocytes, une hyper-réticulocytose a été provoquée chez les 

souris en injectant à chacune, un volume de 200JlI de phenylhydrazine (PH; 6mg/mi dans du 

PBS) trois jours avant l'infection (Blagborough & Sinden 2009). Le phenylhydrazine entraine 

une hémolyse chez les souris et induit ainsi une production importante de nouvelles hématies 

dans les jours suivants, une condition favorable pour la gamétocytogénèse. Trois jours après 

le traitement au phenylhydrazine, 100 JlI de sang parasité par P. berghei provenant d'une 

souris infectée ont été injectés par voie intra-péritonéale à ces souris. Trois jours après cette 

inoculation, un test d' exflagellation a été effectué pour confirmer l'infection plasmodiale et la 

maturité des gamétocytes (Blagborough & Sinden 2009). L'opération a consisté à recueillir 

quelques gouttes de sang de la queue de chaque souris infectée et à les mélanger avec un 

milieu d'exflagellation. Dix minutes plus tard, la préparation a été observée au microscope à 
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contraste de phase (x40), et la maturité fonctionnelle des gamétocytes mâles a été confirmée 

par les mouvements des flagelles des microgamétocytes. Après cette vérification, le sang des 

souris a été collecté par ponction cardiaque (environ 1,5 ml de sang par souris). Parallèlement, 

d'autres souris non infectées ont été élevées dans les mêmes conditions nutritionnelles que 

celles ayant été infectées, dans le but d'utiliser leur sang comme solvant pour la dilution des 

gamétocytes. Ainsi, le sang de souris non infectées à été d'abord collecté et rassemblé dans un 

tube contenant de l'héparine, puis le sang des souris infectées (sang infectieux) a été recueilli 

dans un autre tube, le premier servant à diluer le second 

Injection de phenylhydrazine 

Souris neutre Souris hôte 

3j urs 

Inoculation de P. berghei 

Souris neutre Souris hôte 

3i urs 

Prélèvement sanguin Prélèvement sanguin 

Souris neutre Souris hôte 

sang non Infecté Sang Infecté 

Figure 21: Description schématique de J'infection des souris pour produire les gamétocytes 
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1.2.2. Infection expérimentale des moustiques 

12.2. 1. Dilution de la densité de gamétocytes 

La dilution visait à étudier deux relations: l'impact de la gamétocytémie sur le 

développement sporogonique du P. berghei et sur l'efficacité d'un anticorps monoclonal 13.1 

(Ac.m 13.1) dirigé contre l'antigène Pb21 de P. berghei (Tirawanchai et al. 1991; Yoshida et 

al. 1999). Ainsi différentes concentrations de gamétocytes ont été utilisées pour infecter des 

moustiques, en présence ou l'absence de l'anticorps bloquant la transmission. Un anticorps 

non spécifique à P. berghei, upe 10 (Sigma Aldrich) a été utilisé comme contrôle négatif. Sa 

neutralité sur P. berghei avait été précédemment démontrée (Ramjanee et al. 2007). Ainsi, en 

plus du rôle de contrôle négatif pour le test d'efficacité de blocage de la transmission par 

Ac.m 13.1 que jouait ce groupe expérimental, il servait également à mesurer l'impact de la 

densité de gamétocytes sur le développement sporogonique. 

Sur le plan pratique, les fortes densités de gamétocytes produites chez les souris ont été 

diluées en cascade avec le sang non infecté, afin d'obtenir une série de gamétocytémies de 

densités relatives connues et précises (les erreurs d'estimation de la densité en gamétocytes ne 

portant que sur l'échantillon non dilué). Le tableau VI présente les compositions des solutions 

sanguines préparées pour un volume total de 500fll. Des volumes calculés d'anticorps sur la 

base de leur concentration initiale ont été d'abord mélangés dans du PBS IX pour obtenir 

100fll dans des tubes Eppendorf sur un thermo-mixer maintenus à 37°C. Les volumes 

appropriés de sang non infecté de souris ont été ensuite ajoutés aux mélanges précédents. 

Enfin, nous avons complété les préparations avec les volumes correspondants de sang 

infectieux. A la fin du processus, 5 aliquotes de sang avec différentes densités gamétocytaires 

et 25flg/ml d'anticorps ont été obtenus. La densité gamétocytaire de chaque dilution a été 

déduite de la gamétocytémie initiale mesurée et du facteur de dilution appliqué. 
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Tableau VI: Récapitulatif de la procédure de dilution de gamétocytes 
(Concentration des solutions stocks: Ac.m 13.1 = 25 mg/ml; UPCIO = 50 mg/ml) 

PBSIX Anticorps stock Sang non infecté Sang infecté volume total % de gamétocytes 

(en /lI) (en /lI) (en /lI) (en /lI) (en /lI) (par rapport au sang initial) 

75 25 0 400 500 100% 

75 25 100 300 500 75% ... 
r"i... 75 

75 

25 

25 

200 

300 

200 

100 

500 

500 

50% 

25% 

75 25 360 40 500 10% 

87,5 12,5 0 400 500 100% 

0... 87,5 12,5 100 300 500 75% 

U 87,5 12,5 200 200 500 50% 
~ 
;l 87,5 12,5 300 100 500 25% 

87,5 12,5 360 40 500 10% 

12.2. 2. Gorgement des moustiques 

Les échantillons de sang infectés (préparation décrite dans le tableau VI) ont servi à gorger les 

femelles An. stephensi maintenues à jeun pendant les 24 heures précédentes. Après 30 

minutes de repas sanguin, les gobelets de moustiques ont été retirés et maintenus dans des 

enceintes climatiques à 19-22°C, 50-80 % HR (Humidité relative). Vingt quatre heures plus 

tard, tous les moustiques ont été immobilisés sur de la glace pour retirer les non-gorgés et les 

moustiques gorgés ont été replacés dans des enceintes climatiques et nourris au fructose 8 % 

jusqu'au jour de la dissection. 

Ces expériences de dilutions ont montré des résultats inattendus. Pour répondre à de nouvelles 

questions, des expériences supplémentaires ont été réalisées utilisant P. berghei cl507 GFP 

(Green fluorescent parasite). Cette souche de parasites fluorescents, permet de détecter et de 

compter les oocinètes sur les estomacs des moustiques 24 heures après le repas sanguin 

(Rarnjanee et al. 2007). Pour cette dernière partie, une simple dilution de la densité de 

gamétocytes (sans anticorps) a été effectuée, et les mêmes souches de moustiques ont été 

soumises au repas de sang sur les dilutions de gamétocytes. 

1. 2. 2. 3. Dissection des estomacs et comptage des parasites 

Onze à treize jours après le repas sanguin, les moustiques ont été disséqués dans du PBS (lX) 

pour le comptage des oocystes. Pour observer le stade oocinète des parasites fluorescents, les 
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moustiques ont été disséqués 24 heures après le repas sanguin et les estomacs collectés dans 

des puits de plaques contenant du PBS IX. Ces estomacs ont ensuite été immergés pendant 45 

minutes dans une solution fixatrice, le para-formaldéhyde 4% (PFA) afin de maintenir les 

oocinètes sur le tissu du moustique. Après cette phase d'incubation, les estomacs ont été 

rincés trois fois dans du PBS lX. Ils ont par la suite été montés entre lame et lamelle, dans 

une goutte de solution fluorescente «VectaShield Mounting Medium» contenant du 4',6

diamidino-2-phenylindole (DAPI). Le montage a été stabilisé avec du vernis à ongles, et les 

oocinètes ont été compté à l'aide d'un microscope à fluorescence Leica DMR au 

grossissement x63. 

II. Résultats 

II.1. Système naturel: P. fa/ciparum - An. co/uzzii 

1.1.1. Résultats globaux 

Notre objectif était d'évaluer l'impact de la densité gamétocytaire sur la transmission homme 

- moustique pour le système naturel P. falciparum - An. gambiae. La prospection dans les 

villages a permis de détecter une gamme variée de densités de gamétocytes dans la population 

humaine, allant de 8 à 9520 gamétocytes IIlI de sang. Six individus infectés et conformes aux 

critères d'inclusion, ont été sélectionnés pour les infections expérimentales de moustiques 

avec dilution de gamétocytes. Au total 1636 femelles d'An. coluzzii ont été disséquées 7 jours 

après l'infection pour la détection et le comptage des oocystes. Le premier fait marquant a été 

l'aspect très diversifié de l'état d'infection des estomacs, en l'occurrence le fait que certains 

estomacs étaient très fortement infectés (Fig.22). La densité exceptionnelle de 9520 

gamétocytes/lli observée chez un patient a généré des infections chez les moustiques par des 

nombres d'oocystes jusque là non reportés dans la littérature pour P. falciparum (Fig. 22B). 

En exemple sur un des estomacs infectés il a été dénombré environ 4000 oocystes. Par 

ailleurs, certains moustiques bloquent la formation des oocystes en encapsulant partiellement 

ou totalement les oocinètes (Fig. 22C, D). Pour l'ensemble des expériences réalisées 

l'infectivité des moustiques a été évaluée à l'aide de deux indicateurs: la prévalence de 

moustiques infectés, et l'intensité de l'infection mesurée comme étant le nombre moyen 

d'oocystes trouvés chez les moustiques exposés. Le tableau VII présente une synthèse de 

l'ensemble des résultats. 
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Figure 22: Photos illustratives de l'état d'infection des estomacs d'An. co/uzzÎÎ.
 
Une semaine après le gorgement des moustiques sur du sang infecté de personnes, leurs estomacs ont été
 
disséqués pour la detection des oocystes. Ces photos d'estomacs indiquent certains aspects qualitatifs et
 
quantitatifs des oocystes : Les cercles rouges sont des oocystes viables et les points noirs sont les oocinètes
 
melanisés (non viables). Il en resulte plusieurs cas: (A) des estomacs non-infectés, (B) des estomacs hyper

infectés, (C) une totale melanisation des oocystes et (D) une mélanisation partielle.
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Tableau VII : Récapitulatifs des infections P. !a!ciparum -An. co!uzzii 

STADE SANGUIN STADE OOCYSTE 
Facteur de DP DG Prévalence Intensité 
dilution (/pl de sang) (/pl de sang) (InfectéslDisséqués) (moy. d'oocystes ±SEM) 

100% 00 2,400 86,30 (63173) 227,90±27,5 
50% 00 1,200 86,11 (62172) 140,30±23,02Expérience 1 
10% 00 240 89,86 (62/69) 21,84±04,23 
1% 00 24 31,51 (23173) 02,35±00,33 

100% 320 640 80,95 (51/63) 183,30±23,03 
50% 160 320 68,12 (47/69) 42,17±06,10Expérience 2 
10% 32 64 55,77 (29/52) 03,93±00,49 
1% 3,2 6,4 02,04 (01/49) 01,OO±OO,OO 

100% 11,520 9,520 93,33 (43/45) 1235,O±150,3 
75% 8,640 4,144 8667 (39/45) 859,OO±Il6,2 
50% 5,760 4,760 93,33 (43/45) 670,O0±75,60

Expérience 3 
25% 2,880 2,384 86,67 (39/45) 183,40±24,02 
10% 1,152 952 82,22 (37/45) 79,73±12,77 
1% 115,2 96 44,44 (20/45) 04,30±00,74 

100% 1,360 600 99,00 (100/101) 292,7±14,25 

50% 680 300 100,00 (50/50) 124,9±08,05 

25% 340 150 94,20 (65/69) 33,46±02,65Expérience 4 
12,5% 170 75 88,33 (53/60) Il,64±01,06 

6,25% 85 37,5 76,67 (46/60) 03,35±00,33 

3,12% 42,5 18,75 34,72 (25172) 01,32±00,1l 

100% 00 120 80,39 (41/51) 18,93±02,23 

50% 00 60 74,55 (41,55) 06,39±00,78 
25% 00 30 57,45 (24/47) 02,93±00,36Expérience 5 

12,5% 00 15 33,33 (18/54) 02,06±00,30 

6,25% 00 8,5 07,41 (04/54) 01,25±00,25 

100% 00 80 88,23 (45/51) 06,52±00,66 

50% 00 40 56,00 (14/25) 03,86±00,71Expérience 6 
25% 00 20 33,33 (12/36) 02,42±00,43 

12,5% 00 10 11,76 (4/34) 01,25±00,25 
6,25% 00 5 03,70 (1127) 01,00±00,OO 

DP == Densité parasitaire (stades asexués), DG == Densité de garnétocytes Moy. == moyenne arithmétique, SEM == 

erreur standard sur la moyenne 

1.1.2. L'infectivité de P. falciparum chez An. coluzzii est positivement corrélée à la 

densité gamétocytaire chez les humains. 

Un modèle linéaire généralisé (GLM) mixte a été effectué afin de mesurer la relation entre la 

gamétocytémie et infectivité de P. !alciparum chez An. coluzzii, (Churcher et al. 2012). Une 

présentation graphique de la distribution des oocystes a montré une relation positive entre la 

densité de gamétocytes et l'infectivité (Fig.23A). En conséquence, il apparait d'une manière 

générale, une simple relation linéaire entre la gamétocytémie calculée et l'intensité de 

l'infection (Fig.23B). L'adéquation au modèle linéaire est meilleure quand on analyse par 

série de dilution (p value <10-8
). Ceci confirme que comparer l'infectivité issue des 
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échantillons dilués limite les variations d'infectivité entre isolats de parasites. En termes de 

prévalence de l'infection, il a été observé une relation en sigmoïde suivant la densité 

gamétocytaire, pour l'ensemble des expériences (Fig.23e). 

En somme, l'infectivité de P. falciparum au sein de son vecteur naturel An. coluzzi est 

positivement corrélée à la gamétocytémie observée chez les porteurs humains, aussi bien en 

termes de prévalence que d'intensité de l'infection. 
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Figure 23 : Relation entre la densité de gamétocytes chez l'homme et leur infectivité chez Je moustique. 
Les points de mêmes couleurs désignent les valeurs du paramètre mesuré pour une même expérience (série de 
dilutions). (B) et (C) indiquent respectivement la prévalence et de l'intensité de l'infection en fonction de la 
gamétocytémie. Une échelle logarithmique a été utilisée à cause de l'écart considérable entres valeur des 
différentes mesurés: cette échelle ne présentant que seulement les moustiques infectés. Les barres d'erreur 
associées à chaque point représentent l'intervalle de confiance estimé à 95% (IC95%). 
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Il.2. Système de laboratoire: P. berghei - An. stephensi 

II.2.1 Résultats généraux 

Afin d'évaluer l'impact de la densité gamétocytaire sur le développement sporogonique pour 

ce système de laboratoire, 4 réplicats ont été effectués utilisant chacun un recueil de parasites 

différent, mais provenant tous de la souche parasitaire (P. berghei, ANKA 2.34). Pour chaque 

réplicat, 5 facteurs de dilution ont été réalisés à partir du sang collecté chez des souris 

infectées. Les densités gamétocytaires initiales utilisées pour la dilution a été de 689.700 à 

1.229.756 gamétocytes IJ.ll. Un effectif de 783 An. stephensi a été disséqué 13 jours après le 

gorgement pour l'ensemble des expériences réalisées sur ce système. Pour chaque groupe 

expérimental, l'infectivité des moustiques a été évaluée sur la base des deux 

indicateurs d'appréciation de l'infectivité: la prévalence et l'intensité de l'infection. Le 

tableau VIn présente la synthèse de l'ensemble des résultats. 

Tableau VIII: Récapitulatif des infections P. berghei-An. stephensi. 

STADE SANGUIN STADE OOCYSTE 
Facteur de Parasitémie Gamétocytémie Prévalence Intensité 

dilution (/111 de sang) (Ill] de sang) % (n/N) (Moy. d'oocystes ±SEM) 

100% 3.477.760 689.700 82,35 (14/17) 70,08 ±21,30 
75% 2.608.320 509.124 66,67 (08/12) 90,63 ±34,07 
50% 1.738.880 345.268 89,29 (25/28) 70,04 ±18,48 

Expérience 1 
25% 869.440 168.872 95,00 (19/20) 196,30 ±J1,44 
10% 347.776 69.388 100,0 (16/16) 206,10 ±41,03 

100% 2.692.756 1.069.244 58,33 (21/36) 33,71 ±12,62 
75% 2.019.776 802.560 60,00 (15/25) 17,93 ±06,14 
50% 1.346.796 535.040 56,82 (25/44) 16,80 ±04,36 

Expérience 2 25% 672.980 267.520 71,70 (33/46) 22,00 ±04,28 
10% 269.192 102.828 97,14 (34/35) 129,00 ±21,69 

100% 2.355.012 1.229.756 09,25 (05/54) 02,00 ±00,77 
75% 1.766.468 922.108 10,53 (04/38) 02,75 ±01,75 
50% U78.760 614.460 42,11 (24/57) 28,57 ±08,57 Expérience 3 
25% 588.544 307.648 90,00 (54/60) 179,90 ±25,65 
10% 235.752 122.892 98,33 (59/60) 159,50 ±19,12 

100% 2.705.296 1.110.208 16,13 (05/31) 01,40 ±00,24 
50% 1.352.648 55.5104 61,70 (29/47) 23,52 ±05,70 Expérience 4 
10% 273.372 111.188 10,00 (60/60) 327,60 ±24,69 
5% 141.284 55.176 95,00 (38/40) 97,29±17,12 
2% 54.340 22.572 94,74 (54/57) 56,06 ±09,09 

n = nombre de moustiques infectés N = nombre de moustiques disséqués; Moy. = moyenne arithmétique, SEM 

= erreur standard sur la moyenne 
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II.2.2. Les fortes infections parasitaires des souris, un obstacle au développement 

sporogonique de P. herghei chez An. stephensi 

Un modèle linéaire généralisé (GLM) mixte a été effectué afin de mesurer la relation entre la 

densité de l'infection au stade sanguin et l'infectivité des gamétocytes chez les moustiques 

(Churcher et al. 2012). En rappel, le sang infecté des souris a été dilué avec du sang non 

infecté dans le processus expérimental. 

Nous avons observé une très forte infection des moustiques nourris sur le sang ayant les plus 

fort facteurs de dilution en termes de prévalence et d'intensité d'oocystes, par rapport aux 

moustiques gorgés sur le sang infecté non dilué. Considérant les densités gamétocytaires 

calculées à partir des facteurs de dilutions, l'analyse a révélé une relation négative entre la 

gamétocytémie et la prévalence de l'infection. Les moustiques sont en quasi-totalité infectés 

lorsqu'ils sont exposés aux plus faibles gamétocytémies testées (95±1.52% entre 27.572 à 

125.000 gamétocytes/fll de sang). La prévalence d'infection décroit au delà des 

gamétocytémies supérieures à 125.000 gamétocytes/fll, et atteint presque 0% pour de 

1.200.000 gamétocytes/fll (Fig.24A). Le modèle montre une meilleure adéquation quand on 

analyse infection par infection (p value < 10-8
) suggérant donc une variation entre séries de 

dilutions. L'intensité de l'infection varie en deux phases suivant la densité de gamétocytes : 

une relation positive de 27.572 à 125.000 gamétocytes/fll suivie d'une relation négative au

delà de 125.000 gamétocytes/fll. (Fig.24 B). 
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Figure 24: Relation entre la gamétocytémie de P. berghei WT chez la souris et J'infectivité chez An. stephensi 
Dans les 2 graphes, chaque série de points de même couleur représente les valeurs du paramètre calculées pour 
une même expérience avec différentes gamétocytémies (une série de dilution à partir d'un même sang). (A) 
indique la prévalence de l'infection i.e. le pourcentage de moustiques infectés (avec l'intervalle de confiance 
95%) en fonction de la densité de gamétocytes ; (8) présente l'intensité de l'infection i.e. la moyenne d'oocystes 
(avec intervalle de confiance à 95%) en fonction de la garnétocytémie. 
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De l'analyse des indicateurs d'infectivité, deux faits majeurs ont été révélés: Une relation 

positive suivi d'une relation négative entre densité de l'infection en gamétocytes au stade 

sanguin et infectivité chez les moustiques Si la première relation semble logique, la relation 

négative au delà d'un seuil de densité était inattendue. Elle suggère un effet d'inhibition du 

développement du parasite. Cette observation a suscité plusieurs interrogations pertinentes: 

(i) Quels sont les facteurs responsables de cette inhibition et comment agissent-ils? (ii) A 

quel stade du développement parasitaire cette inhibition a-t-elle eu lieu? 

II.2.3. L'environnement biochimique est la principale cause de l'inhibition 

Pour répondre à la question « Quels sont les paramètres responsables de l'inhibition et 

comment agissent-ils », deux hypothèses ont été formulées. 

>- La première stipule que l'utilisation du sang non infecté comme solvant modifie la 

composition biochimique initiale du sang infecté, la rendant favorable au développement 

sporogonique pour les fortes dilutions. 

>- La deuxième hypothèse, évoque une obstruction mécanique dans le bol alimentaire chez le 

moustique due aux fortes charges parasitaires, empêchant la mobilité des microgamètes 

pour la réalisation de la fécondation. 

Afin de tester ces hypothèses, une expérience a été réalisée en effectuant deux dilutions de 

gamétocytes en parallèle: la première utilisant du sang non infecté comme solvant, et pour la 

seconde les gamétocytes du même sang infecté ont été inactivés par chauffage à 43°C pendant 

15 minutes (Sangare et al. 2013). Ces deux types de sang non infectieux ont été utilisés en 

parallèle comme solvant du sang infectieux. En utilisant le sang chauffé comme diluant, 

toutes les propriétés biochimiques et hématologiques du sang initial ont été maintenues dans 

les différentes dilutions, ne laissant varier que la densité des gamétocytes viables. Puis, les 

moustiques gorgés sur ces différentes dilutions ont été disséqués 13 jours plus tard pour le 

comptage des oocystes. 

Pour les mêmes facteurs de dilution (gamétocytémie égale), l'analyse a révélé une infectivité 

plus importante dans les groupes de moustiques nourris au sang dilué avec le sang non infecté 

comparativement à ceux gorgés sur les dilutions effectuées avec du sang infecté chauffé 

(Fig.25). Cette différence est d'autant plus importante lorsque que les facteurs de dilution sont 

importants. Ainsi l'infectivité est peu affectée par la dilution pour les moustiques nourris sur 

le sang dilué par le sang non infecté, ces résultats sont conformes avec les observations 

78
 



antérieures pour la même fenêtre de gamétocytémies. En revanche, l' infectivité des 

gamétocytes augmente avec la charge en gamétocytes infectieux (donc est inversement 

corrélée avec le facteur de dilution) lorsque la dilution est faite avec un sang infecté chauffé 

(Fig. 25). De ces observations, nous déduisons que l'augmentation de l'infectivité avec la 

dilution utilisant du sang non infecté est la conséquence de la dilution de toxines dans le sang 

infecté. En effet le sang non infecté, utilisé pour la dilution, pourrait contribuer à modifier la 

composition biochimique initiale du sang infecté. Il est fort probable qu'il existait des 

substances toxiques dans le sang infecté et que ces toxines atteignaient une dose létale pour le 

parasite. La concentration en toxine serait réduite par la dilution rendant le milieu favorable 

au développement du parasite. Une autre interprétation possible est que l'ajout du sang non 

infecté pourrait constituer également un apport de nutriments, plus abondants dans le sang 

dilué par rapport au sang infecté initial. 
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Figure 25 : Relation entre infectivité des gamétocytes dilués utilisant du sang infecté chauffé ou non infecté 
comme diluant. Du sang collecté de souris infectées par P. berghei au stade gamétocyte a été dilué en parallèle 
aux mêmes facteurs. Des lots de moustiques ont gorgés sur ces deux séries de dilution, et disséqués 7 jours après 
pour comptage des oocystes. L'infectivité des gamétocytes est présenté en tennes de prévalence de l'infection 
(A) et d'intensité d'oocystes (B) en fonction des gamétocytémies calculées. Chaque symbole (ronds ou triangles) 
représente un isolat de parasite. Les couleurs représentent le type de sang utilisé pour la dilution: rouge pour les 
dilutions effectuées avec le sang non infecté et bleu pour les dilutions effectuées avec le sang infecté inactivé par 
chauffage. 

II.2.4. L'inhibition de l'infectivité a lieu en phase précoce de la sporogonie 

Pour répondre à la question « à quel stade du développement parasitaire intervient l'inhibition 

de l'infectivité liée aux fortes gamétocytémies ?», une expérience complémentaire a été 

réalisée. Des femelles d'An. stéphensi ont été nourries sur une série de 5 dilutions de sang 

infecté par les gamétocytes de P. berghei GFP (la dilution a été effectuée avec du sang non 

infecté, conditions dans lesquelles nous avons observé une relation négative entre 
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gamétocytémie et infectivité). Un premier lot de moustiques a été disséqué 24 heures plus tard 

pour permettre d'observer les oocinètes, et le second lot 13 jours plus tard pour compter les 

oocystes. Les relations entre gamétocytémie et intensité de l'infection en oocinètes/oocystes 

sont présentées sur la figure 26. La relation négative a été une fois de plus, révélée entre la 

densité en gamétocytes et la formation des d'oocystes ; une relation similaire a été observée 

pour les oocinètes (Fig.26B). Ainsi, il a été établi pour les mêmes gamétocytémies, une 

relation positive entre les moyennes d'oocinètes observées après 24 heures et les moyennes 

d'oocystes formées 13 jours plus tard (Fig.26C). Cette relation positive suggère gue 

l'inhibition du développement du parasite à fortes gamétocytémies a eu lieu avant le stade 

oocinète. 
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Figure 26: Relation entre densités de gamétocytes de P. berghei GFP et leur infectivité chez An. stephensi 
Des moustiques gorgés sur du sang infecté à différents facteurs de dilution, ont été répartis en deux groupes, puis 
disséqués à différents stades de développement pour compter les parasites sur les estomacs: oocinète (24 heures 
après) et oocyste (13 jours après). (A) montre en photo la distribution des oocinètes couramment rencontré dans 
les groupes de moustiques pour les différents facteurs de dilution. Le graphe (B) indique l'intensité de ['infection 
en fonction de la gamétocytémie. (C) présente l'intensité des oocytes observés en fonction de l'intensité des 
oocinètes comptés. 

Nos résultats montrent donc que lors d'une infection de P. berghei de la souris au moustique, 

une inhibition de la sporogonie a lieu à fortes charges parasitaires. Cette inhibition intervient 

au stade précoce de la sporogonie et est liée à un environnement hostile dans le bol 

alimentaire du moustique. 
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II.2.5 L'efficacité de l'anticorps 13.1 dépend de l'infectivité des parasites 

P. berghei est largement utilisé pour évaluer les candidats TBV en conditions de laboratoire et 

nous avons cherché à évaluer l'effet de la gamétocytémie chez la souris pour ce parasite sur 

l'infectivité chez le moustique et sur l'efficacité de candidats TBV. Nous avons mis en 

évidence ici un effet négatif des fortes charges parasitaires sur le développement 

sporogonique, qui n'a par contre pas été observé dans le système naturel utilisant P. 

falciparum. Nous avons évalué l'effet d'un candidat TBV en concentration constante de 

25Jlg/ml sur l'ensemble des dilutions effectuées avec le sang non infecté. Cet anticorps est 

spécifique de l'antigène Pbs21 de P. berghei (orthologue de Pfs25 chez P. falciparum) 

s'exprimant au stade oocinète (Ranawaka et al. 1994b). Son efficacité déjà connue, permet de 

mesurer l'effet de la densité de gamétocytes sur son efficacité. 

Pour l'ensemble des expériences, la distribution du nombre d'oocystes comparée par groupe 

test (13.1) et groupe contrôle (UPCI0) a montré une réduction significative du niveau 

d'infection en présence de l'anticorps pour presque tous les réplicats (Fig.27). L'efficacité de 

l'anticorps 13.1 a été évaluée en termes d'activité bloquant la transmission sur la prévalence 

(TBA) et d'activité réduisant l'intensité de la transmission (TRA). Le tableau IX récapitule les 

détails sur l'ensemble des données obtenues ainsi que les analyses statistiques. 
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Figure 27: Distribution des oocystes par séries de dilutions chez des An. stephensi exposés a P. berghei en 
présence ou non d'anticorps bloquant la transmission 
Les points représentent le nombre d'oocystes comptés sur les estomacs de moustiques gorgés sur sang infecté: 
avec l'anticorps monoclonal 13.1 en rouge et avec l'anticorps contrôle en bleu. * signifie une différence 
significative entre lot test et contrôle par le test de Mann-Whitney (p<O.OS), NS = différence non significative. 
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Tableau IX: Synthèse des expériences pour mesurer l'efficacité des anticorps monoclonaux 13.1 

, 
Prévalence Intensité 

% (infectés / disséqués) p (moyenne d'oocystes ± le 95%) 1 P 
TBAen % f TRAen% 

FD DP (1111) DG (Ill!) 13.1 UPCIO 13.1 UPCIO 

100% 0.00244 0.000/3477 760 689700 21.43 (3/14) 82.35 (14/17) 74.00 0,5±00.31 82.24 ±30.73 99.39-CI.l 
75% 2608320 509 124 12.50 (1/8) 66.67 (08/12) 81.20 0.05402 0.5±00.50 60.42±25.66 98.93 0.0/27 

1U 
c 0.0/67250% 1 738 880 345268 52.94 (9/17) 89.29 (25/28) 47.30 31.88±21.28 62.54±16.98 82.22 0.0035 
CI.l 
'i: 
'<.l 25% 869440 168872 70.97 (22/31) 95.00 (19/20) 25.30 0.08024 25.52±14.78 186.5±31.40 94.05 < 0.000/ 
C.
 
>< 10% 347776 69388 56.67 (17/30) 100.0 (16/16) 43.30 0.005692 5.83±01.74 206.06 ±41.03 97.]7 < 0.000/
 
~  

0.0/76/100% 2692 756 1 069244 22.73 (5/22) 58.33 (21/36) 61.04 3.86±02.06 19.67±07.81 1 80.38 0.0/39 

N 75% 2019776 802560 18.75 (3/16) 60.00 (15/25) 68.80 0.02299 2.06±01.81 10.76±04.05 80.86 0.0095 
CI.l 
u 

0.09709C 50% 1 346796 535040 35.29 (12/34) 56.82 (25/44) 37.90 5.97±02.00 955±02.77 37.49 0./2/6 
CI.l 
'i: 25% 0./379 00056
'<.l 672 980 267520 50.00 (11/22) 71.70 (33/46) 30.30 3±01.32 15.78±03.40 1 80.99 
C. ;(0.000/>< 10% 269 192 102828 51.43 (18/35) 97.14 (34/35) 47.10 3.8±01.l2 125 .29±21.38 96.97 < 0.000/ 
~  

0.4/9/100% 2355 012 1 229756 02.07 (1/37) 09.25 (05/54) 70.81 0.03±00.03 019±00.10 84.21 0.2/5 

~  0.6644 0.4/3275% 1 766468 922 108 05.77 (3/52) 10.53 (04/38) 45.20 01±00.06 0.29±00.21 65.52 
CI.l
 
U
 

50% 0.00228 0.0005c 1178760 614460 15.00 (9/60) 42.11 (24/57) 64.40 1.l2±00.74 20.77±09.84 73.93 
CI.l 
'i: 25% 588544 307648 55.00 (33/60) 90.00 (54/60) 38.90 <0.000/ 21.4±0532 161.9±24.11 1 

86.78 < 0.000/
'<.l 
C. 
>< 10% 235 752 122892 60.00 (33/55) 98.33 (59/60) 39.00 <0.000/ 35.62±09.91 156.8±18.99 77.28 < 0.000/ 
~  

..,. 100% 2705296 1 110208 03.13 (1/32) 16.13 (5131) 1 
1 80.63 0./84 0.03±0.003 023 ±00.10 86.96 0.07921 
1 

CI.l 50% 1 352648 555 104 27.50 (11140) 61.70 (29/47) 55.43 0.00293 8.3±04.18 14.51±03.88 42.80 0.0034 
u
 
c 
CI.l 273372 III 188 76.67 (46/60) 100 (60/60) 

1 

23.33 18.62±5.18 327.6±24.69 94.32
10% <0.000/ 0.000/
1'i: 1

'<.l 5% <0.000/ 0.000/141284 55176 38.46 (20/52) 95.00 (38/40) 59.51 2.33±00.65 92.43±16.61 97.48c. 1>< 
<0.000/~ 2% 54340 22572 47.73 (21/44) 94,74 (54/57) 49.62 748±01.77 53.11±08.78 ~  85.92 0000/ 

1 

FD: facteur de dilution; DP: densité parasitaire par microlitre de sang; DP: densité gamétocytaire par micro litre de sang; TBA = Activité bloquant la transmission, TRA = 
activité réduisant la transmission. 
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L'efficacité de l'anticorps en tennes d'activité réduisant la transmission (TRA), a été de 

86.67% IC95% [83%-89%] en moyenne et varie très peu en fonction de la densité 

gamétocytaire (p=0.6263) (Fig. 28A). En revanche, l'efficacité en tennes d'activité bloquant 

la transmission (TBA) sur la prévalence présente une relation avec les densités gamétocytaires 

issues des dilutions: pour les plus faibles gamétocytémies (entre 27.572 et 125.000 

gamétocytes /IlL de sang), la TBA montre une relation négative avec la 

gamétocytémie (Fig.28B); ce même intervalle de gamétocytémie correspond à celle où 

l'intensité de l'infection dans le groupe contrôle a été positivement corrélée à la densité de 

gamétocytes. Au-delà des 125.000 gamétocytes/lll, une relation positive a été observée entre 

efficacité TBA et gamétocytémie (Figure 28B) et coïncide avec une relation négative entre 

gamétocytémie et intensité de l'infection dans le groupe contrôle. De ces observations, il 

apparait donc que le l'efficacité TBA est négativement corrélée à l'intensité de l'infection 

dans le groupe contrôle (Fig. 28C). En d'autres tennes, plus les moustiques sont infectés par 

un grand nombre de parasites, moins les anticorps sont efficaces pour réduire la proportion de 

moustiques infectés. 
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II.3. Relations intensité - prévalence - efficacité des TBV 

Nos travaux ont mis en évidence à plusieurs reprises et dans des systèmes différents, une 

relation négative entre efficacité du TBV (TBA : efficacité pour bloquer la transmission) et 

intensité de l'infection dans le groupe contrôle de moustiques. En contraste, la TRA (l'activité 

réduisant la transmission, c'est-à-dire la diminution du nombre d'oocystes dans les estomacs 

de moustiques) restait constante pour chaque anticorps testé. Ceci met en lumière qu'un 

candidat TBV va montrer une TRA constante, mais une TBA qui varie selon l'intensité de 

l'infection et donc de la dose infectante (densité de gamétocytes dans le sang ingéré). Pour 

savoir comment interpréter ces résultats, il nous a paru nécessaire d'étudier la relation entre 

intensité de l'infection (nombre moyen d'oocystes dans les groupes contrôles de moustiques) 

et prévalence de l'infection (proportion de moustiques infectés parmi les mêmes moustiques). 

Dans ce but, nos données ont été combinées puis analysées avec d'autres résultats issus 

d'infections expérimentales. Un modèle définissant les relations entre intensité et prévalence 

d'une part et d'autre part l'implication de cette relation dans l'évaluation des stratégies de 

blocage de la transmission a été effectué par Thomas Churcher de "Imperial College London" 

(Fig. 29). Cette analyse intègre à la fois les données des groupes expérimentaux tests et 

contrôles, aussi bien du système P. falciparum-An. coluzzii (ou P. falciparum-An. gambiae) 

que du système P. berghei-An. stephensi (Fig. 29A). Bien que les données proviennent de 

plusieurs laboratoires différents, il est intéressant de noter que la relation prévalence/intensité 

semble relativement constante entre les deux systèmes vectoriels. Le meilleur ajustement 

révèle un modèle en sigmoïde: au delà d'une certaine valeur de l'intensité, la prévalence de 

l'infection atteint un plateau et demeure constante. Ainsi, ce modèle permet de prédire la 

prévalence à partir d'une l'intensité observée dans une population de moustiques infectés 

(exposés au même sang infecté). Aussi, ce modèle peut être utilisé pour déduire la réduction 

de la prévalence attendue (TBA) pour une réduction intensité (TRA) observée dans des 

expériences où l'intensité de l'infection varie de 1 à 100 oocystes (Fig. 29B). En effet, dans 

une population de moustiques infectés à 100 oocystes en moyenne dans le groupe contrôle, on 

peut s'attendre à une diminution de moins 10% sur la prévalence lorsqu'une intervention 

réduit l'intensité d'environ 90%. Par contre, pour la même intervention effectuée dans une 

autre population de moustiques infectés par 5 oocystes en moyenne, on obtiendra une 

diminution de la prévalence de plus de 50% lorsque cette intervention réduit l'intensité de 

90%. De cette logique, bien que le blocage de la prévalence (TBA) soit l'objectif visé dans le 

concept de TBV, l'intensité de l'infection dans le groupe contrôle et le TRA qui en résulte, 
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sont plus infonnatives pour mesurer l'efficacité des candidats TBV. Cette analyse réalisée 

dans le cadre d'W1e collaboration, a été publiée dans Olntemational Journal for Parasitology" 

(annexe 5). 
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Figure 29: Relation intensité-prévalence (Churcher el al. 2012), estimée à partir de 277 expériences d'infections 
expérimentales de moustiques par des Plasmodium ou SMFA. 
La couleur des points représente l'espèce parasitaire utilisée (bleu pou P. falciparum, vert pour P. berghei).La 
nuance sombre indique les groupes contrôles tandis que la teinte plus claire indique les expériences avec 
intervention. La forme du point désigne les espèces de vecteurs utilisés, (carré pour An. coluzzii ou An. gambiae, 
cercle pour A. slephensi). La ligne noire indique le meilleur modèle d'ajustement. (8) Les relations attendues 
entre l'efficacité contre la prévalence et l'intensité des oocystes lors de ['utilisation des expositions différentes de 
parasites selon le modèle présenté dans le panneau (A). Les couleurs des lignes indiquent l'intensité moyenne des 
oocystes dans le groupe de contrôle: 1 (bleu), 5 (vert), 10 (orange), 50 Uaune) ou 100 (rouge). 
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III. Discussion 

III. 1 La technique de dilution de gamétocytes, une innovation en matière 

d'infections expérimentales 

~ Elle permet d'établir la relation gamétocytémie/infectivité avec plus de précision 

Nous avons artificiellement créé une série de gamétocytémies par la technique de dilution. 

Cette démarche nous a permis de restreindre toutes autres variables afin d'établir avec plus 

d'acuité la relation entre les densités de gamétocytes et l'infectivité. Pour le système P. 

falciparum-An. coluzzii, nous avons observé une relation linéaire positive entre l'intensité de 

l'infection au sein des moustiques et la série de gamétocytémies artificielles créées par la 

dilution. Les données s'ajustent mieux au modèle lorsque l'analyse est effectuée par série de 

dilution. De même, la prévalence de l'infection est positivement corrélée à la densité de 

l'infection avant d'atteindre un plateau, lequel plateau varie en fonction des isolats de 

parasites utilisés. Ces observations suggèrent le rôle de facteurs non mesurés ici qui 

induiraient de la variabilité dans l'infectivité entre séries de dilution. Les différences en 

infectivité, bien que assez limitées, entre série de dilution peuvent être dues à plusieurs 

caractéristiques intrinsèques spécifiques aux gamétocytes, comme le sex-ratio, la maturité ou 

les infections multiclonales, mais également aux imprécisions lors de l'évaluation de la 

densité de gamétocytes. Ces facteurs ont été à l'origine des limitations révélées dans 

l'élaboration de la relation gamétocytémie-infectivité dans des études antérieures (Ponnudurai 

et al. 1989; Mulder et al. 1994; Robert et al. 1998; Drakeley et al. 1999; Gouagna et al. 1999; 

Boudin et al. 2004). Dans notre contexte, la technique de dilution de souches parasitaires a 

permis de réduire considérablement ces variabilités incontrôlées et de produire, à notre 

connaissance, des données plus précises pour mesurer l'effet de la densité des gamétocytes sur 

l'infectivité des moustiques pour le système naturel P. falciparum-An. coluzzii. Il a été 

démontré dans des études antérieures la nécessité de prédire l'impact de facteurs humains 

(Churcher et al. 2013) et des densités gamétocytaires (Churcher et al. 2010) dans l'évaluation 

des stratégies de blocage de la transmission du paludisme. La méthode de dilution développée 

dans notre étude apparait comme une méthode innovante permettant d'inclure la 

gamétocytémie comme variable contrôlée dans l'évaluation de candidats TBV. 

~ Une méthode pour améliorer l 'infectivité de P. berghei 
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Le système P. berghei-An. stephensi, est largement utilisé comme modèle dans l'évaluation
 

des stratégies de blocage de la transmission du paludisme. Dans cette étude, nous avons voulu
 

mesurer l'effet de la densité de gamétocytes sur le succès de l'infection afin de déterminer
 

l'impact de l'infectivité des moustiques sur l'efficacité des candidats TBV. Nous avons
 

montré que la dilution des gamétocytes à l'aide du sang frais (non infecté) améliore
 

significativement l'infectivité des moustiques par rapport à la dilution de gamétocytes par du
 

sang infecté inactivé par chauffage. Nos résultats corroborent les conclusions d'autres études
 

où il avait été observé in vitro une augmentation de la production des oocinètes avec la
 

dilution des gamétocytes (Janse et al. 1985; Sinden et al. 1985b). Ensemble, ces observations
 

démontrent que les fortes infections parasitaires génèrent un environnement biochimique
 

hostile à la sporogonie du parasite. En effet le métabolisme de la charge parasitaire dans le bol
 

alimentaire pourrait générer des substances qui, à fortes doses inhibent le développement
 

sporogonique. Toutefois, en diluant le sang infecté par du sang non infecté, les doses létales
 

des substances sont également diluées rendant le milieu favorable à la sporogonie. La
 

technique de la dilution apparait efficace pour accroitre significativement le succès de
 

l'infection pour ce système de laboratoire. De plus, cette technique nous a aussi permis de
 

minimiser l'effet d'inhibition comme facteur interférant dans la caractérisation de la relation
 

densité de gamétocytes dans le sang et le l'infectivité des moustiques.
 

Dans les conditions favorables artificiellement créées, nous avons, a l'instar du système
 

naturel, caractérisé avec plus de précision la relation entre la gamétocytémie de l'hôte et la
 

sporogonie chez le moustique. La corrélation positive révélée entre infectivité et densité de
 

gamétocytes dans l'échelle de 22.500 à 125.000 gamétocytes IIlI nous oriente vers les
 

conditions optimales de croissance du parasite. Ces observations sont en effet conformes aux
 

travaux de Sinden réalisés en 2007 sur ce même système (Sinden et al. 2007a). Il convient
 

toutefois de noter que la densité de 125.000 gamétocytesllli grossièrement estimée comme
 

gamétocytémie optimale de l'infection dans nos travaux ne peut pas être généralisée. En effet,
 

cette valeur est susceptible de varier en raison des incertitudes liées à la microcopie, du type
 

de souris utilisées, des souches de parasites et certaines conditions différentes d'un laboratoire
 

à l'autre.
 

Dans les conditions de nos expérimentations, nous avons montré que l'inhibition de la
 

sporogonie engendrée par les fortes charges parasitaires au delà de 125.000 gamétocytes IIlI,
 

interviennent au stade précoce de la sporogonie (avant le stade oocinète) en bloquant
 

probablement la fécondation ou en inhibant la transformant du zygote en oocinète.
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Récemment, les travaux de Pollitt et collaborateurs ont aussi mis en évidence une corrélation 

négative entre les fortes densités d'oocystes et la quantité de sporozoïtes pour ce même 

système (Pollitt et al. 2013). Fort de ces observations, il convient de dire que les fortes 

charges parasitaires, à plusieurs stades de la sporogonie, pourraient compromettre le succès 

des infections à P. berghei. De plus; il convient de s'interroger sur la conséquence de cet 

effet inhibiteur sur les mesures d'efficacité de molécules anti-Plasmodium testées dans ces 

mêmes conditions. 

111.2. L'inhibition, facteur de confusion avec l'efficacité des TBV 

Afin de répondre à la question: « la variation d'infectivité (prévalence et intensité) peut-elle 

influencer l'efficacité des candidats TBV ? », l'activité de l'anticorps monoclonal 13.1 a été 

testée pour différentes dilutions de gamétocytes. Nos résultats ont révélé que la formation des 

oocystes est négativement corrélée à la gamétocytémie au delà de 125.000 gamétocytesllll. 

Aussi, nous avons observé une l'efficacité de l'anticorps positivement corrélée à la 

gamétocytémie au-delà de 125.000 gamétocytes IIll. Les conditions expérimentales sont à 

priori telles que, l'inhibition de la sporogonie liée à un environnement toxique à forte 

gamétocytémie et l'action des anticorps ont lieu en même temps sur les parasites. Bien que les 

anticorps agissent au stade ookinete, et l'inhibition avant ce stade, un éventuel effet 

d'association (effet additif, antagoniste ou synergique) n'est pas à exclure. Par exemple, les 

candidats vaccins agissant aux stades précoces de la sporogonie (avant le stade oocinète, en 

occurrence les candidats Pfs230 et Pfs48/45 chez P. falciparum) seraient particulièrement 

susceptibles d'avoir des interactions avec l'inhibition de l'infection liée aux fortes densités de 

gamétocytes), en occurrence les candidats Pfs230 et Pfs48/45 chez P. falciparum. Pour ces 

TBV, l'effet combiné inhibition- action du TBV pourrait fortement affecter l'interprétation 

des résultats et conduire à une mauvaise évaluation de ces candidats vaccins, s'ils sont testés 

avec P. berghei et en conditions de fortes parasitémies. Ainsi, dans le cas d'effet additif, 

antagoniste ou synergique, l'efficacité du candidat vaccin sera sur ou sous-estimée pour sa 

capacité à bloquer la transmission. Il est donc préférable pour les utilisateurs de ce système 

vectoriel, d'évaluer l'efficacité des candidats TBV dans des conditions expérimentales 

favorables à la croissance du parasite afin de garantir la fiabilité des résultats. Ces conditions 

expérimentales favorables s'obtiennent particulièrement en diluant le sang infecté par le sang 
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non infecté pour réduire les interférences liées à d'autres facteurs, ou en utilisant des souris de 

faibles charges parasitaires. 

111.3. L'intensité de l'infection, un paramètre important pour évaluer les TBV 

Nous avons démontré que les fortes charges parasitaires dans le sang pouvaient dans certaines 

mesures produire un effet d'inhibition pour le système P. berghei-An. stephensi. Ceci pourrait 

constituer une source d'erreur dans l'évaluation des candidats TBV. De plus, à cause de 

l'incertitude dans l'estimation des densités gamétocytaires et d'autres paramètres intrinsèques 

des gamétocytes, la gamétocytémie issue de plusieurs individus apparait peu convenable pour 

élaborer une relation précise entre le niveau d'infection et l'efficacité des candidats TBV. 

Toutefois l'intensité de l'infection au sein des moustiques du groupe contrôle apparait comme 

la variable la mieux indiquée pour mesurer l'impact du niveau d'infection sur l'efficacité des 

candidats TBV. En effet, nous avons mis en évidence une corrélation négative entre le TBA 

de l'anticorps et l'intensité de l'infection dans le groupe contrôle de moustiques. 

Ceci met en évidence que le niveau de l'infection a une forte répercussion sur l'efficacité des 

TBV (Churcher et al. 2012). Une meilleure alternative est donc de tester les candidats vaccins 

sur une large gamme de gamétocytémies appropriées avec une attention particulière sur les 

intensités obtenues dans les groupes contrôles. De telles démarches offrent l'opportunité 

d'apprécier l'efficacité d'une molécule en se référant aux conditions expérimentales pour 

lesquelles le contrôle foumit plus de succès en termes d'infectivité. Aussi, elle pourrait 

permettre la comparaison des résultats de plusieurs études, voir de plusieurs laboratoires 

travaillant sur le même sujet (Sinden et al. 2012b). 

En accordant une importance particulière au niveau de l'infection, nous avons participé à la 

conception d'un modèle mathématique permettant de prédire la prévalence de l'infection à 

partir d'une intensité observé (Churcher et al. 2012). Ce modèle applicable aux deux systèmes 

étudiés (parasite humain et murin) permet de comprendre l'impact d'une diminution du 

nombre d'oocystes sur la diminution de la prévalence d'infection chez les moustiques. Ainsi, 

la réduction de l'intensité, constante pour un anticorps à une concentration donnée quelle que 

soit l'intensité de l'infection, est plus informative que la diminution de la prévalence qui varie 

selon l'intensité de l'infection, même si c'est cette dernière qui importe dans le blocage de la 

transmission du paludisme sur le terrain. En conclusion, bien que la TBA soit le paramètre qui 

révélera l'efficacité d'un candidat TBV dans une condition donnée, la TRA est le paramètre 

qui donne une idée de l'efficacité du candidat TBV quelle que soit l'intensité de la 
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transmission. La TRA pennettra donc une comparaison de candidats, même si ils ont été 

testés dans des conditions différentes. A partir de la TRA, les modèles développés pennettront 

de prédire la TBA pour une intensité d'infection donnée et donc d'évaluer l'intérêt effectif du 

candidat dans un contexte donné de transmission. 

Conclusion 2 

-IÜI terme de celle partie, nous avons révélé un certains nombre d'informations sur les 

relations entre la densité en gamétocytes, le succès de l'injèction chez le moustique et 

l'eflÎcm;ité des candidats TBV L'intensité de l'in/èction au sein des moustiques, plutôt que la 

gamétocytémie, a été perç:ue comme la variable explicative la plus importante affectant 

l'efficacité des candidats TBV .<;ur la rédue.:tion de la prévalence d'infèction (TBA). La 

réduction de l'intensité de l'infèction par le...,' candidats TBV (TRA) est constante que11e que 

soit l'intensité de l'infèction, alors que la TBA est négativement corrélée avec l'intensité de 

1infection. Les candidats TBV doivent donc être caractérisés par leur TRA pour pouvoir être 

comparés. Ce chapitre met donc en évidence l'importance cruciale de l'intensité de 

l'infection dans l 'e.tflcacité des candidats TBV Cependant, ilfaut noter que l'on sait très peu 

de choses quant il l'intensité de l'iJ?fection chez les moustiques nature11ement infèctés. 

Connaitre ce niveau d'infection sera pourtant essentiel pour prédire l'e.fficacilé des 

interventions de blocage de la transmission. Nous abordons celle question dans le chapitre 5. 

Ces travaux ont fait l'objet d'un article (Churcher et al. 2012) publié dans le journal 

"International Journal of Parasitology" et un second article en préparation (annexe 5). 

91
 



Chapitre 5:
 

:Niveau ae transmission natureae homme

moustique : conséquences sur ('évaCuation tfes
 

~Œq)
 



Chapitre 5 : Niveau de transmission naturelle homme-moustique: 
conséquences sur l'évaluation des TBV 

Introduction 

Dans nos deux chapitres précédents, nous avons mis en évidence l'intérêt de considérer 

l'intensité de l'infection lors de l'évaluation de candidats TBV : il a été démontré à l'aide un 

modèle mathématique, que l'efficacité des candidats TBV est dépendante de l'intensité 

d'oocystes au sein des moustiques du groupe contrôle. En conditions naturelles, la 

transmission de Plasmodium de l'homme au moustique est assurée par des niveaux variables 

de densité gamétocytaires au sein des personnes infectées. Ces densités variables de 

gamétocytes sont à l'origine d'une diversité de l'intensité d'infection en termes de nombre 

d'oocystes au sein de la population sauvage de vecteurs de paludisme. De plus ce niveau 

d'infection des vecteurs subit également une forte variation en fonction du temps et de 

l'espace (Medley et al. 1993; Anthony et al. 2000) qu'il convient de prendre en compte. Très 

peu de données traitant du niveau d'infection à Plasmodium des anophèles sur le terrain sont 

disponibles à nos jours. Cela constitue une limite pour éventuellement prédire l'efficacité des 

TBV en conditions naturelles. 

Un autre paramètre majeur influençant la transmission en conditions naturelles et susceptible 

d'interférer avec l'efficacité des TBV est l'immunité naturelle des hôtes. De nombreuses 

études ont montré qu'en zone d'endémie palustre, les individus développent une immunité 

naturelle qui exerce une forte pression sur la transmission du parasite chez le moustique 

(Gouagna et al. 2004; Bousema et al. 2011a). Cette immunité varie entre autre en fonction de 

la fréquence d'infection palustre dans la population, l'âge des individus, les zones 

géographiques (Bousema et al. 2012b). Dans notre premier chapitre nous avons évalué 

l'efficacité des candidats vaccins dans des conditions expérimentales où les anticorps agissent 

en absence de l'immunité des porteurs humains. Toutefois, en conditions naturelles les 

anticorps issus des TBV chez l'homme devront agir sur les parasites chez le moustique en 

même temps que l'immunité naturelle des porteurs. Dans un tel un environnement, où se 

combineront immunité naturelle et immunité induite, il pourrait se produire des interactions 

(antagonisme, synergie ou addition) qu'il convient de définir. 
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Dans cette partie nous avons abordé l'impact de l'immunité naturelle bloquant la transmission 

de notre population d'étude afin de détenniner les interactions qui en résultent avec l'action 

des TBV. Dans un second volet nous avons estimé le niveau de transmission homme

moustique sur le terrain afin de pouvoir extrapoler l'efficacité des candidats vaccins en 

conditions naturelles. 

1. Matériel et Méthodes 

1.1. Evaluation de l'immunité naturelle bloquant la transmission 

Pour tester l'effet de l'immunité naturelle bloquant la transmission, des moustiques ont été 

infectés en conditions expérimentales en présence et en absence des facteurs sériques des 

personnes infectées. Pour cela, les moustiques ont été nourris avec du sang directement 

prélevé du porteur d'une part, et d'autre part avec du sang dont le plasma a été remplacé par le 

sérum AB naïf à l'infection palustre (Gouagna et al. 2004). Dans la démarche expérimentale, 

environ 10 ml de sang de porteur de gamétocytes, ont été prélevés dans deux tubes héparinés. 

Puis, les deux tubes ont été centrifugés à 3000 r.p.m. pendant 3 minutes dans une 

centrifugeuse thennostable (37°C). Le plasma surnageant de l'un des tubes a été délicatement 

retiré par pipetage puis remplacé par une quantité équivalente d'un plasma issu d'un pool de 

donneurs non immun de groupe sanguin AB, préalablement chauffé dans un bain marie à 

37°C (sang AB). Le contenu du second tube (plasma autologue et culot cellulaire) a été 

simplement homogénéisé (sang OWN). Les deux sangs reconstitués ainsi obtenus ont servi à 

gorger des anophèles femelles à jeun depuis la veille. 

1.2. Evaluation de l'efficacité des TBV en présence de l'immunité naturelle 

Afin de mesurer l'efficacité des candidats TBV dans des conditions expérimentales au plus 

proches des conditions naturelles, les anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont été 

simultanément testés en présence et en absence de l'immunité naturelle des porteurs de 

gamétocytes comme décrit dans notre chapitre 1. On disposait donc de quatre conditions pour 

tester chaque candidat TBV : 

- Sang du porteur de gamétocytes avec remplacement du sérum par du sérum AB 
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- Sang total du porteur avec sérum üWN (pour estimer l'immunité naturelle bloquant la 

transmission) 

- Sang du porteur de gamétocytes avec remplacement du sérum par du sérum AB + anticorps 

(efficacité de TBV en absence de l'immunité naturelle) 

- Sang total du porteur avec sérum üWN +anticorps (pour efficacité de TBV en présence de 

l'immunité naturelle) 

Ces différentes combinaisons ont été utilisées pour gorger des groupes d'An. co!uzzii de 3 à 4 

jours maintenus à jeun pendant les 24 heures précédentes. Sept jours après le repas sanguin, 

les moustiques ont été disséqués pour détecter et compter les oocystes. L'efficacité des 

anticorps et immunité naturelle a été évaluée en termes de d'activité bloquant la transmission 

(TBA) et d'activité réduisant la transmission (TRA). 

1.3. Evaluation du niveau de transmission sur le terrain 

1.3.1. Mesure du niveau d'infection dans la population humaine 

Au cours de nos travaux, nous nous sommes intéressés à estimer le niveau d'infection chez 

les enfants chez qui sous avons recherchés les porteurs de gamétocytes. Bien que la 

population cible n'est représentative pour des enquêtes parasitologiques dans une vision 

générale sur le terrain, les données, recueillies permettent néanmoins de mesurer le niveau 

d'infection dans un réservoir d'infection pour les vecteurs, et pourraient servir de base pour 

une extrapolation à l'ensemble de la population humaine. Alors pour les cas d'infection, les 

densités parasitaires et gamétocytémies ont été estimées sur la base du nombre de trophozoïtes 

ou de gamétocytes comptés pour respectivement 100 ou 1000 leucocytes cumulativement 

comptés. En assumant le nombre de leucocytes à 8000 par microlitre de sang, la densité 

parasitaire ou gamétocytaire absolue (nombre/Ill de sang) a été déduite par les formules: 

't" 8000*nombre de trophoïtes G' ,. 8000*nombre de gamétocytesParaSL emw = ; ametocytemLe = -------=---.:...- 
1000 1000 
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1.3.2 Mesure du niveau d'infection au sein des vecteurs majeurs sur le terrain 

13.2.1. Capture, dissection de moustiques de terrain 

Pour estimer le niveau d'infection à Plasmodium chez les vecteurs majeurs du paludisme sur 

le terrain, un suivi entomologique longitudinal a été réalisé en échantillonnant des moustiques 

dans le village de Soumousso. En rappel, ce village a servi de site pour la recherche de 

gamétocytes de Plasmodium dans la population d'enfants. Un plan de collecte intégrant 

quartiers et concessions a été établi sur la base d'une carte géographique (Fig. 30). Afin de 

couvrir les fluctuations temporaires de la transmission due aux conditions climatiques et aux 

porteurs de gamétocytes, des collectes mensuelles ont été effectuées. Les intervalles de temps 

entre les collectes ont également permis de minimiser la capture des moustiques de même 

génération, gorgés sur les mêmes porteurs. Pour chaque collecte mensuelle, les moustiques 

ont été capturés dans les habitations durant trois jours consécutifs tous les matins, en se 

servant d'un aspirateur à bouche et d'une torche (Anthony et al. 2000). Les anophèles 

femelles (An. gambiae et An. funestus) ont été triés de l'ensemble des collectes sur la base des 

critères morphologiques des clés de détermination taxonomique (Gillies & De Meillon 1968; 

Gillies & Coetzeee 1987). Ces principaux moustiques vecteurs ont été conservés dans les 

conditions standards de l'insectarium à l'IRSS, nourris au glucose 10% puis disséqués 5 jours 

plus tard pour la détection des oocystes sur les estomacs. Les carcasses de ces mêmes 

moustiques (tête-thorax) ont été conservés à -20°C pour des analyses immunologiques et 

moléculaires. 
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Figure 30 : Présentation graphique du village de Soumousso. 
Constitué de 9 quartiers (regroupement des points par couleur), les maisons (chaque point de ta carte) sont 
disposées de part et d'autre d'un bas-fond à inondation temporaire. Utilisant le plan de cette carte, les collectes 
de moustiques pour chaque sortie étaient effectuées par maison (autant que possible) et par quartier pendant 3 
jours consécutifs pour former l'échantillon du mois. 

13.2.2. Test immunologique d'indice sporozoïtique : ELISA csp 

Afin d'évaluer la prévalence des vecteurs porteurs de sporozoïtes de Plasmodium, les 

Anopheles précédemment disséqués pour la détection des oocystes, ont également été testés 

par la technique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sur les têtes et thorax. Le 

principe de ce test immunologique est basé sur la mise en évidence d'un antigène de surface 

du parasite, la « circumsporozoite protein » (csp) à l'aide de deux anticorps suivant le 

protocole décrit par (Wirtz et al. 1987). Les carcasses des moustiques (tête-thorax pour ne 

détecter que les parasites dans les glandes salivaires) ont été d'abord broyées dans une 

solution tampon pour isoler les antigènes parasitaires. Ces antigènes ont été par la suite 

capturés par des anticorps dit de capture, préalablement fixés sur une plaque ELISA. Un 

anticorps conjugué (marqué à la peroxydase) a été ensuite fixé sur le complexe anticorps de 

capture/antigènes. Enfin, le substrat de la peroxydase a été ajouté pour déclencher la réaction 

enzymatique révélatrice des échantillons positifs par une coloration bleue. 
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II. Résultats 

Ill. Efficacités de TBV/immunité naturelle 

II.1.1. L'immunité naturelle réduit le niveau d'infection à Plasmodium chez les vecteurs 

Un point important de notre travail était d'estimer les capacités des réponses immunitaires 

naturelles des sujets humains à agir sur la transmission des parasites aux moustiques et 

comment elles pouvaient interagir avec les TBV. Pour cela, les moustiques ont été nourris sur 

du sang infecté en présence et en absence des propres facteurs sériques des porteurs de 

gamétocytes, et disséqués 7 jours plus tard pour apprécier leur niveau d'infection dans les 

groupes expérimentaux. Au total, treize patients avec des gamétocytémies variées ont été 

inclus pour tester l'effet de leur sérum sur le développement des oocystes. L'effet de leur 

sérum a été aussi évalué en termes d'activité bloquant la transmission (TBA) et d'activité 

réduisant la transmission (TRA). La figure 31, montre la distribution des oocystes dans les 

groupes expérimentaux pour 3 des expériences réalisées, et les valeurs estimées ont été 

consignées dans le tableau X. L'analyse révèle une réduction de l'intensité de 44,50%, rC95% 

[35,74; 53,25] en moyenne sur l'ensemble des 13 expériences. Cette réduction très peu 

variable semble ne pas avoir une relation avec la densité de gamétocytes. La figure 32A 

présentant les intensités de l'infection dans les groupes tests et contrôles, révèle clairement 

l'aspect standard de la TRA de cette immunité dans la population humain testée. Par ailleurs, 

cette immunité bloque la transmission du parasite à 18.79% rC95% [08,66; 28,92] en 

moyenne; un blocage qui montre une relation négative avec l'intensité de l'infection comme 

démontré pour les candidats TBV (figure 32B). Ces tendances suggèrent que la pression 

immunitaire pourrait s'avérer plus efficace en termes de blocage de la transmission par une 

réduction de la prévalence d'infection chez les moustiques exposés à de très faibles intensités 

d'infection. Des travaux en cours portant sur des porteurs de faibles gamétocytémies nous 

permettront de vérifier cette hypothèse. 

97
 



••• 
•• ••••• 

•••• •• 
• •• • 

•• •••• 

*
 
:l 1200
 
>. • 
Col 
Q
 
Q
 

:0 
~ 900 *"* .CI ••e 
Q 

Z •
 
600 1· • •
 

• • • ·z· • • • ••• .~ 

••••• ~ 
300 ••••-+- 1·· • 

• ......tt ~. .....• .;..: ••••• • •••_.. •• 
O--L._•••.._--........ ••••• • •
~~----l 

Réplicat 1 Réplicat 2 Réplicat 3 

Figure 31: Distribution du nombre d'oocystes mettant en évidence l'immunité naturelle de l'homme. 
Les points représentent chacun le nombre d'oocystes comptés sur l'estomac du moustique disséqué pour les 
groupes contrôles (AB) en bleu et les groupes en présence du sérum du porteur (OWN) en rouge 

Tableau X: Récapitulatif des expériences pour mesurer l'immunité de l'homme. 

Prévalence de l'infection Intensité de l'infection 
% (n/N) (moy. d'oocysles ±SEM) 

Contrôle (AB) Tesl(OWN) TBA Contrôle (AB) Tesl(OWN) TRA 

Expérience 1 99.00 (IOO/iOI) 96,43 (108 /112) 02,60 289.79 ±14.4lJ 102,94.±08,2J 63.52 

Expérience 2 74,19(23131) 70,37 (19/27) 05.15 19,23 ±O3,57 010,37±O2,31' 43,13
 

Expérience 3 64,29 (45170) 24,59 (15/61)' 61,74 02,II±OO,33 00,51±OO, 13'" 37.16
 

Expérience 4 70,00 (49170) 61,40 (35/57) 12,28 03,34.±O0.47 01,37±OO,28'" 53,33
 

Expérience 5 92,31 (36/39) 91,11 (41/45) 01,30 294,46±48,42 151,89±20,88" 47,74
 

Expérience 6 88,57 (31135) 75.76 (25133) 14,47 08,7I±OI,09 OS,39±OO,96 , 27.63
 

Expérience 7 84,62 (44/52) 58,82 (20134) 30.48 07,58±O0,89 04,15±OO,81' 21.27
 

Expérience 8 80,39 (41/51) 79,63 (43/54) 00,95 0lS,22±02,08 04,26±00,54'" 71.73
 

Expérience 9 88,24 (15117) 73,81 (31/42 16,35 036,35±01,03 17,88±O3.77· .n.19
 

Expérience 10 86,27 (44/51) 58,57 (41I1U) 32.11 OS,63±OO,65 02,71±OO.40 28,95 

Expérience II 93,33 (28/30) 76,19 (16/21) 18,36 17,40±O2,28 1O.95±O2,.... 37.06
 

Expérience 12 90.62 (29/3 1) 70.90 (22131 ) 21,69 112.9±13,09 53,39± Il,39'· 52.71
 

Expérience 13 96,77 (30/31 ) 70,83 (34/48) 26.80 68,06±08,OS 31.96±O5.22"· 53.04
 

* Différence Significative entre le paramètre mesuré dans le groupe test et contrôle, NS = Différence non 

significative Moy. = moyerme arithmétique, SEM = erreur standard sur la moyenne; N = effectif de moustiques 

disséqués; n = effectif de moustiques infectés 
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Figure 32 : Impact de l'immunité de l'homme sur la sporogonie de P. fa/ciparum chez An. co/uzzii. 
(A) présente l'intensité de J'infection chez les moustiques gorgés sur du sang infectieux en présence de 
l'immunité naturelle bloquante (OWN : en rouge) en relation avec les intensités d'infection chez les moustiques 
gorgés sur le même sang infectieux avec changement de sérum (AB : en bleu) ; (8) indique la relation en activité 
bloquant la transmission et intensité de l'infection dans les groupes contrôle (sérum AB). 

II.1.2. Interactions entre activité des TBV et l'immunité naturelle des patients 

Afin d'investiguer les interactions entre immunité naturelles et efficacité des TBV, les 

anticorps anti-Pfs25 et anti-Pfs230 ont été simultanément testés en présence et en absence de 

l'immunité naturelle des porteurs de gamétocytes. Sur 3 expériences réalisées, nous n'avons 

pas observé de différence significative dans la distribution des oocystes au sein des 

moustiques gorgés sur du sang en présence d'anticorps avec ou sans des facteurs sériques 

(Fig.33). Le tableau XI compare l'efficacité de chaque candidat vaccin testé dans les 

différentes conditions. Nous n'avons pas observé d'effet additif entre l'immunité naturelle et 

le TBV. La réduction de l'intensité due au TBV n'est pas augmentée en présence de 

l'immunité naturelle. En d'autres termes, il semble que nous sommes dans une situation 

d'effet sub-additif (l'effet est au moins égal à l'effet le plus important). 
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Replicat 3

III) 160 l'interaction entre immunité naturelle et induite. ..t . Des anophèles femelles ont été nourris sur du sang 
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~ ·.Q · .... ' de gamétocytes. Les points (différents symboles) 

Z 
E 60 .. -+o NS représentent le nombre d'oocystes sur les estomacs 

.' · • 0 de moustique. NS différence non significative. 

Tableau XI : Récapitulatif de l'efficacité des anticorps avec et sans l'inununité naturelle 

Blocage de la prévalence Réduction de l'intensité 
(TBA en %) (TRA en %) 

Ac-AB Ac-OWN p Ac-AB Ac-OWN p 

0 
Expérience 1 22,52 36,55 Il.11.'65 87,52 73,87 (J.f):!r 

M 
01 Expérience 2 91,00 88,60 0.8316 98,80 98,28 
~ 
0... 

Expérience 3 21,60 26,66 0..'124 84,34 82,17 0.9/41 

<r) Expérience 1 29,06 57.08 Il.0002 86.93 86.64 

~ 
0... Expérience 2 87,18 80,46 (J.3811 96,95 95,06 

Ac-AB anticorps dans du sang avec un sérum AB (privé d'une immunité anti-plasmodiale) ; Ab-OWN anticorps 
dans du sang total des porteurs de gamétocytes (contenant tous les facteurs sériques). 
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II.2. Niveau de l'infection chez les hommes et chez les anophèles 

II.2.1. Le niveau d'infection à Plasmodium dans la population humaine 

II2.I.l L'infection à Plasmodium demeure tout au long de l'année 

Les données parasitologiques ont été collectées de 2009 à 2012, auprès de la population 

d'enfants (5-12 ans) particulièrement susceptibles. Ces données essentiellement basées sur la 

recherche de gamétocytes, fournissent des données non représentatives de l'ensemble de la 

population. Cependant, ces données révèlent une image de la transmission dans la population 

vulnérable. Au total 18841 examens parasitologiques ont été réalisés sur un effectif d'environ 

2500 enfants de la localité de Soumousso et de Dandé. Les gouttes épaisses observées au 

microscope ont révélé des cas d'infections à chaque mois de l'année que nous avons 

échantillonné. Aussi, l'analyse des données, effectuée par mois de chaque année, a montré des 

tendances similaires de l'infection pour les mêmes mois des différentes années. Partant de ce 

constat, les résultats pour les 4 années ont été rassemblés autour des 12 mois. Les prévalences 

moyennes d'infection estimées étaient comprises entre 25 et 52% en considérant l'ensemble 

des formes parasitaires, et entre 5 et Il% pour les gamétocytes (Fig. 34). L'espècefalciparum 

a été largement dominante avec 99,13% dans la population d'enfants infectés. En termes de 

densité de l'infection, une large gamme de parasitémies et de gamétocytémies ont été 

observées selon les périodes de l'année et au sein d'une même période (Fig. 35). Toutefois, 

l'infection à Plasmodium aussi bien en prévalence qu'en densité, variait sensiblement selon 

les saisons de l'année. En effet, l'infection plasmodiale atteint son maximum entre 

Septembre-Octobre avant de baisser pour atteindre son minimum dans le mois d'Avril (Fig. 

34 ; Fig. 35). 
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Figure 34: Prévalence de l'infection à Plasmodium suivant les 12 mois de J'année.
 
Les données de 4 ans de données parasitologiques ont été rassemblées pour chaque mois de J'année, puis la
 
prévalence de l'infection a été estimée avec l'intervalle de confiance à 95%. Les fonds bleus et roses désignent
 
respectivement les périodes de fortes et de faibles infections.
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Figure 35 : Distribution de la densité de Plasmodium dans la population humaine.
 
Chaque point sur les graphes représente une valeur de la densité de Plasmodium. A l'issu des gouttes épaisses réalisées chez les enfants de 5 à 12 ans, les densités de parasites toutes
 
formes confondues (A) et de gamétocytes ont été estimées pour 8251 cas d'infections enregistrés. Les fonds bleus et roses désignent respectivement les périodes de fortes et de
 
faibles infections.
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Il.2.1.2. Analyse approfondie du niveau d'infection chez les enfants 

Partant du principe que les gamétocytes sont les fonnes transmissibles du parasite de l'homme 

au moustique, nous avons regroupé l'ensemble des densités gamétocytaires afm d'effectuer 

une description selon les paramètres entrant dans l'évaluation des candidats TBY. Ainsi, 

panni 1599 cas d'infection à gamétocytes de P. falciparum, nous avions observé une 

distribution très hétérogène de la gamétocytémie. En effet des porteurs ont été identifiés avec 

une très large échelle de gamétocytémies d'environ 8 à 9152 gamétocytes par micro1itre de 

sang (Fig. 36A), suggérant une large fenêtre de densités sur le terrain. D'une manière 

générale, la densité moyenne est estimée 55,20 [45,79; 64,61] gamétocytes IJlI de sang pour 

une médiane de 16. Cependant, l'histogramme de la distribution (Fig. 36B) a montré que 80% 

des densités gamétocytaires sont en dessous de la moyenne, suggérant une surestimation de 

cette moyenne du fait des cas exceptionnels potentiellement élevés. Pour plus de précision 

dans les estimations, une analyse stratifiée a été effectuée, révélant les moyennes 

gamétocytaires suivant les différentes étendues de la distribution des gamétocytémies (Fig. 

36C). Ces valeurs plus représentatives serviront à comprendre l'épidémiologie de la 

transmission du parasite de l'homme au moustique. 
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Figure 36: L'analyse détaillée des infections à gamétocytes dans la population d'étude 
(A) indique la distribution des gamétocytémies observées, (B) les l'histogramme de cette distribution et (C) le 
tableau résumant les différentes moyennes estimée pour chaque étendue des observations. 
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II.2.2. Niveau d'infection à Plasmodium chez les vecteurs sur le terrain 

II2.2.]. Résultats globaux 

Dans le but de mesurer le niveau de l'infection à Plasmodium dans la population sauvage des 

vecteurs majeurs, 2296 anophèles femelles ont été collectés de Juin à Novembre 2011 à 

Soumousso, pour la détection et le comptage des oocystes ainsi que pour l'évaluation de 

l'indice sporozoïtique. Sur toutes les collectes mensuelles, nous avons observé au sein des 

moustiques disséqués des infections qualitativement et quantitativement très variées. Les 

moustiques infectés présentaient une surdispersion du nombre d'oocystes compris entre 1 et 

100 dans la majeure partie des cas avec quelquefois des infections exceptionnelles allant 

jusqu'à 436 oocystes (Fig. 37). De plus, nous avons observé des moustiques infectés à la fois 

par des oocystes jeunes et matures, suggérant la prise de différents repas de sang infectieux 

décalés dans le temps. Au stade oocyste, l'intensité de l'infection a été calculée pour chaque 

collecte mensuelle. Le test immunologique ELISA a révélé des moustiques porteurs de 

sporozoïtes alors qu'ils présentaient aussi des oocystes, suggérant des infections multiples ou 

une libération progressive des sporozoïtes par les différents oocystes. Compte tenu de cet 

aspect, la prévalence de l'infection à Plasmodium des anophèles a été évaluée en combinant 

les résultats des deux tests (oocyste et indice sporozoïtique) pour chaque moustique. En 

d'autres termes le moustique est déclaré infecté lorsqu'il portait des oocystes sur son estomac 

et/ou les sporozoïtes dans ses glandes salivaires. Le tableau XII présente les détails sur la 

prévalence d'infection chez les moustiques aux deux stades dans la nature. L'analyse révèle 

qu'en moyenne 17,92% IC95% [13,72 ; 22,12] des anophèles vecteurs circulant dans la nature 

pendant cette périodes étaient porteurs de Plasmodium, tous stades confondus. Une 

prévalence de II,76% [8,81 ; 14,72] de moustiques était infectés au stade oocyste avec une 

intensité d'infection estimée à 7,29±0,75 oocystes par moustique infecté. Sur l'ensemble de la 

période de capture, un indice sporozoïtique de 9,19% [4,55 ; 13,82] a été révélé en moyenne 

par mois. En d'autres termes, environs 10% d'anophèles dans la nature étaient susceptibles de 

transmettre le Plasmodium aux humains. Aussi, au cours d'une collecte entomologique, nous 

avons découvert un cas d'An. rujipes infecté par Plasmodium au stade oocyste. L'implication 

de cette espèce d'anophèles en tant que vecteur de paludisme a été évoquée par Holstein 

depuis 1960. Nos résultats préliminaires ont été publiés (Da et al. 2013a) en attendant les 

résultats d'une investigation en cours afin de statuer sur la susceptibilité de cette espèce 

d'anophèle en tant que vecteur dans la transmission du paludisme. 
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Figure 37 : Distribution du nombre d'oocystes au sein des anophèles sauvages. 
Chaque point représente l'effectif d'oocystes dans un moustique infecté. 

Tableau XII: Récapitulatif du niveau d'infection à Plasmodium au sein des vecteurs sauvages 

Oct. 2010 Juin 2011 Juil. 2011 Août 2011 Sept. 2011 Oct. 2011 Nov, 20J 1 Moyenne 

,--. 
12,5 7,87 12,5 Il,25 12,32 17,52 8,40 Il,76 

~ oocystes (50/400) (24/305) (50/400) (45/400) (49/398) (48/274) (101119) 

' 

~ 18,5 13,11 08,25 03,75 06,78 08,02 05,88 9,19 
~ sporozoïtes
<.J (74/400) (40/305) (33/400) (15/400) (27/398) (22/274) (7/119).: 
~ 
e<l 

,~ 

;> Prévalence 25,5 19,34 17,5 13,25 16,08 21,17 12,6 17,92
l. 
p.. totale (102/400) (59/305) (70/400) (53/400) (64/398) (58/274) (15/119) 

::ê Médiane 3,5 2 3 4 4 2 3 J 
ifl 
C 
Q)

i:i Moyenne 7,76 6,96 8,54 5,28 9,77 5,45 10,33 7,72 
>-< [IC95%] [4,9; 10,6J [2,6; II,3J [5; 12J [3,5; 7) [5,3 ; 14,3J [2,9; 7,9J [0,2; 20,5J 

J 2. 2.1. Analyse quantitative et qualitative de l'intensité de l'infection 

Afin de mieux apprécier l'intensité de l'infection dans son ensemble, nous avons assimilé les 

moustiques infectés au stade oocyste en une population issue d'une infection. Nous avions 

amSI obtenu 275 moustiques infectés (sur 2296 disséqués, Il,97%) avec une surdispersion 
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dans la distribution du nombre d'oocystes (Coefficient de variation k=293.73%) (Fig. 38A). 

Une moyenne de 10,81 (soit 11) d'oocystes par estomac a été observée de façon générale. 

Cependant, l'histogramme de la distribution a montré près de 98% de moustiques infectés 

porte moins de 700cystes (Fig. 38B) suggérant encore une surestimation de cette moyenne, 

compte tenu des charges en oocystes exceptionnelles observ'es pour une minorité de 

moustiques. Pour une meilleure représentativité des moyennes estimées, nous avons procédé à 

une analyse par classe (Fig. 38C). Ainsi, en dehors des moustiques résenta! t d eaux 

d infection excepti els (5/275 , la m y nne générale est réduite à 7,36 oocystes par 

moustique, et parait plus repré otati e dans les estimation de 1efficacité des TBV en 

conditions naturelles. 

c 
[Etendue du nombre d'oocystes 
[minimum: maximum] 

[1 ; 10] [1; 20] [1 ; 50] [1; 100] [1 ; 436) 

Proportion de moustiques 77,82 89,00 97,09 98,18 100 
effc:ctiO (214) (2"5) (267) (270) (275) 

Moyenne 2.97 4.44 6.72 7.38 10.81 
[IC95%] [2.66: 3.28] [3.87: 5.01] 1[5.63: 7.82] [6.05 : 8.70] (1 : 14.62] 

F!g!!!"~ 38 : D~scription globaJe de J'intensité de ('infection au sein des vecteurs sauvages. 
(A) distribution du n mbre d'oocystes, largement dominé par un faible nombre d'oocytes (B) Histogramme de 
distribution des of oocystes 

II.2.3. Niveau de transmission homme - moustiques sur le terrain 

Afin d'estimer le niveau de transmission homme-moustique nous combiné les d ux analyses 

stratifiée effectuée pour les ni eaux d'infection au sein de la population hwnaine et chez les 

vecteurs sur le terrain (tableau XIII). Cette anal se comparative a révéié un appariement 

adéquat des variables, d· la population hwnaine à la population de vecteurs, suivant les 
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mveaux de transmission que nous avons définis. En l'occurrence, enVIron 80% de la 

transmission homme-moustique est assurée par des porteurs humains d'environ 20 

gamétocytes/~I de sang qui génèrent 3 oocystes en moyenne chez les moustiques. 

Tableau XIII: Concordance entre l'infection à Plasmodium dans la population humain et chez 
les vecteurs sauvages. 

Etendue - distribution Proportion Moyennes 

DG (llll) No d'oocystes % DG (llll) %No de moustiques DG (Ill]) Oocystes 

Niveau l(très faible) 

Niveau 2 (faible) 

Niveau 3 (Modérée) 

Niveau 4 (fort) 

[8; 56] 

[8; 104] 

[8; 2481 

[8; 45601 

[1; 10] 

[1; 20] 

[1; 501 

[1; 436] 

78,04 

88,74 

97,56 

100,0 

77,82 

89,00 

97,09 
100 

19,08 

26,27 

38 

55,20 

2.97 

4.44 

6.72 

10.81 

III Discussion 

I111. Relation Immunité - efficacité des candidats TBV 

Nous avons observé une réduction substantielle du rendement de la sporogonie de 44% en 

moyenne par l'immunité naturelle des personnes infectées par des gamétocytes, en conditions 

réelles de transmission. Notre étude n'est pas la première du genre sur l'immunité naturelle. 

Cette thématique largement traitée dans la littérature a montré l'effet de plusieurs facteurs 

dont l'âge et la fréquence de l'infection à Plasmodium (Drakeley et al. 1998; Drakeley et al. 

2006a; Drakeley et al. 2006b; Bousema et al. 20 Il a; Bousema & Drakeley 20 Il b). Ici, nous 

avons évalué l'effet de l'immunité bloquant la transmission, en fonction de l'intensité de 

l'infection. Nous avons observé un effet constant de l'immunité naturelle sur la réduction de 

l'intensité de l'infection. Comme observé pour les TBV, la réduction de l'intensité entraine 

une diminution de la prévalence dépendante de l'intensité initiale. Ainsi, lorsque l'infection 

est faible, l'immunité naturelle a un effet plus important en termes de réduction de la 

transmission. Ces modalités, identiques à celles des TBV, suggérait qu'un effet additif 

pourrait être observé entre l'immunité naturelle et l'immunité induite par la vaccination TBV. 

Nous n'avons malheureusement observé qu'un effet sub-additif: l'effet de l'immunité 

naturelle semble nul quand combiné aux anticorps des candidats TBV. D'autres travaux sont 

nécessaires pour confirmer cette tendance et en élucider les mécanismes. Il est toutefois 

encourageant d'observer qu'il n'y a pas d'antagonisme entre immunité naturelle et les TBV, 

car une telle situation était une inquiétude majeure dans le concept des TBV. Cette 
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compatibilité révélée dans notre étude s'avère très déterminante dans les perspectives de mise 

en œuvre des candidats TBV sur le terrain. 

111.2. Du niveau de transmission homme-moustique sur le terrain 

Nous avons voulu savoir si les intensités d'oocystes observées chez les vecteurs sauvages 

peuvent être mises en relation avec les gamétocytémies observées chez les hommes, bien que 

notre population d'étude fût restreinte aux enfants d'âge compris entre 5 et 12 ans. En effet, 

une telle relation nous permettrait d'estimer le niveau d'infection en oocystes chez les 

moustiques à partir de densités en gamétocytes chez les hommes, et ainsi prédire une 

efficacité des TBV. Il a été révélé que la transmission de Plasmodium de l'homme au vecteur 

est maintenue essentiellement par une faible intensité d'infection en conditions 

naturelles. Cela s'explique par les faibles densités gamétocytémies prédominantes dans la 

population humaine et aussi par l'importance de la pression immunitaire humaine révélée 

dans cette étude. Partant de ce constat, l'intensité de l'infection telle que révélée dans cet 

échantillon de vecteur illustre bien le niveau réel d'infection dans la population des anophèles, 

et nos faciès ainsi définis peuvent être utilisés pour prédire l'efficacité des TBV en conditions 

naturelles. 

111.3. Extrapolation de l'efficacité des candidats TBV en conditions naturelles 

111.3.1. Synthèse de l'efficacité des candidats TBV en conditions semi-naturelles 

Au cours de nos travaux, deux antigènes ont été sélectionnés en leur qualité de candidats 

vaccins prometteurs. Nous sommes parvenus à la conclusion que le profil génétique des 

parasites est sans impact sur l'efficacité de ces 2 candidats vaccins. En revanche, nous avons 

démontré par modèle mathématique, que l'intensité de l'infection des moustiques influençait 

significativement leur efficacité. Aussi, la concentration d'anticorps dans le sang conditionne 

l'efficacité de ces candidats vaccins. Autrement dit, l'efficacité des candidats TBV dépend 

non seulement de leur degré d'immunogénécité chez les individus mais aussi du profil 

épidémiologique de l'infection à Plasmodium de la zone. D'autre part, nous avons démontré 

que ces deux candidats vaccins agissent efficacement dans les conditions expérimentales 

assimilables à celles naturelles, notamment en présence de toutes les composantes du sang. 

Nous pensons que tel sera le cas, si ces candidats vaccins étaient administrés à des humains et 
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Tableau XIV: Doses d'anticorps nécessaires en fonctions des faciès épidémiologiques 

Gamétocytémie dans la Niveau d'infection dans la Titre d'anticorps pour 
population humaine IIlL population de moustiques bloquer à 100% de 

Distribution Moyenne Distribution Moyenne Pfs230 Pfs25 

Zone à très faible 
transmission 

[8; 561 ::18 [1; 10) ::3 62,5J1g/ml 250/lglml 

Zone à faible 
Iran mission 

[8; 104) :: 32 Il j 20) ::5 lOOJ1g/mf 250/lg/ml 

Zone à transmission 
modérée 

(8; 5001 
:: 40 Il j 1001 ::8 125/lglml 250/lglml 

Zonc à fortc 
transml$sion 

[8; 45601 :: 56 fI: 4361 :: 11 125/lg/ml 250Jlg/ml 

Conclusion 3 

Aux termes de cette partie, nous aboutissons à la conclusion que nos candidats TBV Pfs25 et 

Pfs230 peuvent agir en combinaison avec l'immunité acquise naturelle. Un ~ffet sub-additif 

suggère une interaction entre immunité naturelle et celle induite par les candidats TB V, 

nécessitant des investigations supplémentaires pour en d~finir les mécanismes. S'agissant de 

l'intensilé de l'injèction, le niveau révélé sur le terrain au sein des vecteurs naturels de 

paludisme devrait pouvoir être déduite de la densité de l'infection dans la population 

humaine. L'intensité d'oocystes dans la nature, quoique élevée par rapport aux estimations 

de la communauté scientifique, demeure en dessous de celle que nous avons générée en 

conditions expérimentales chez les moustiques et que nous avons par conséquences sous

estimé l '4fzcacité des candidats TB V pour bloquer la transmission. Par extrapolation à 

travers un modèle simplifié, nous sommes parvenus à la conclusion que ces candidats vaccins 

testés devraient être en mesure de bloquer la transmission de Plasmodium homme-moustique 

pour ainsi limiter la propagation du paludisme. 
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Conclusion générale et perspectives 

Conclusion 

Au cours de ces travaux de thèse, nous avons abordé un sujet relativement ancien, mais qui 

bénéficie actuellement d'un regain d'intérêt et qui requière des données supplémentaires pour 

une implémentation sur le terrain. Nous avons cherché à élucider l'efficacité des candidats 

TBV dans un contexte épidémiologique pertinent qui est la transmission de P. falciparum à un 

de ses vecteurs naturels en Afrique, An. coluzzii. L'innovation dans notre projet a été 

l'identification des paramètres qui influencent l'efficacité bloquant la transmission des 

principaux candidats TBV. 

Nous avons pu obtenir du sérum issu du premier essai clinique de phase 1 pour un candidat 

TBV. Du sérum de personne volontaire, immunisée pour l'antigène Pfs25 a été mis en contact 

avec des isolats naturels de P. falciparum pour en tester l'efficacité. Ainsi, nous avons testé ce 

candidat vaccin dans les conditions les plus proches des conditions naturelles testées jusqu'à 

présent (sérum humain et isolats naturels de parasites). Cet essai a mis en évidence une 

efficacité remarquable en termes de TRA (diminution de l'intensité d'infection) de l'ordre de 

80%, mais moindre en termes de TBA (diminution de la prévalence d'infection), en moyenne 

environ 30%. Ces résultats étaient à la fois encourageants et décevants, sachant que c'est la 

diminution de la prévalence d'infection qui est recherchée pour contrôler la transmission de 

Plasmodium. La différence d'efficacité TRA (constante) et TBA (qui diminue quand le 

nombre moyen d'oocystes dans le groupe contrôle augmente) a suggéré une relation à établir 

entre ces deux indices d'efficacité des TBV. Par ailleurs, nous avons vérifié que la diversité 

génétique des parasites (différents haplotypes et multiplicité d'infection) n'affectait pas 

l'efficacité du candidat vaccin basé sur Pfs25. 

Nous avons également pu comparer l'efficacité des 5 principaux candidats TBV, formulés à 

l'aide de virus recombinants, qui ont généré des anticorps chez des souris. Cette approche, 

moins proche des conditions naturelles que la précédente (car les anticorps ont été générés 

dans le modèle murin et non chez l'homme), a permis de tester plusieurs candidats en 

parallèles et de multiplier les conditions expérimentales, en particulier le titre d'anticorps. 

Cette première comparaison de candidats TBV sur des isolats naturels de parasites a confirmé 

l'intérêt de Pfs25 et Pfs230 : elle a établi une efficacité dépendante du titre en anticorps et de 
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l'intensité de l'infection. Nous avons donc perçu que si un modèle mathématique était réalisé, 

il serait possible de prédire l'efficacité du TBV en fonction du titre d'anticorps et de 

l'intensité de l'infection ou à l'inverse, de déterminer un titre d'anticorps à atteindre pour 

obtenir une efficacité satisfaisante en fonction de l'intensité de l'infection. Ces travaux ont 

donc établi l'importance cruciale de l'intensité de l'infection dans l'évaluation des TBV et la 

nécessité de modéliser les relations entre les doses infectieuses (densité en gamétocytes), le 

succès de l'infection chez le moustique et l'efficacité des TBV. 

Pour cela une étude a été effectuée, en utilisant le modèle de laboratoire P. berghei-An. 

stephensi et le système naturel P. jalciparum-An. coluzzii. Nous avons pu limiter les 

variations liées à chaque isolat de parasite par un protocole de dilution des gamétocytes, et 

ainsi établir des relations entre gamétocytémie chez l'hôte vertébré et succès de l'infection 

chez le moustique. Pour P. falciparum, nous avons mis en évidence une relation positive 

linéaire entre gamétocytémie et intensité de l'infection, jusqu'à des nombres moyens 

d'oocytes jusque là jamais mentionnés à notre connaissance, suggérant que de tels niveaux 

d'infection pourraient exister dans la nature, même si ils sont supposés être exceptionnels. 

Pour P. berghei, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur au stade précoce de la 

sporogonie des fortes densités en parasites. Ces différences soulignent une fois de plus les 

précautions nécessaires lors de comparaison des deux systèmes (modèle et naturel). Malgré 

ces différences, le système de laboratoire nous a permis de mettre en évidence, dans des 

conditions standardisées la relation négative entre efficacité d'un TBV pour bloquer 

l'infection en termes de prévalence (TBA) et l'intensité de l'infection dans le groupe contrôle, 

alors que la réduction de l'intensité de l'infection (TRA) reste constante. Une modélisation 

mathématique permet de prédire la TBA en fonction de l'intensité de l'infection à partir de la 

TRA. Ceci révèle l'importance de l'intensité de l'infection lors d'évaluation de TBV et 

souligne le fait que les valeurs de TRA sont plus informatives, car constantes pour un 

candidat donné, pour comparer des candidats TBV que les valeurs de TBA. Celles-ci pourront 

être extrapolées à partir des valeurs de TRA grâce au modèle mathématique et ainsi indiquer 

l'impact sur la transmission de Plasmodium dans un contexte donné. 

Malgré l'importance de l'intensité de l'infection chez les vecteurs sur l'efficacité des TBV, 

très peu de données existent sur le nombre d'oocystes chez les vecteurs dans la nature. Nos 

données ont montré, qu'ils sont, dans nos sites d'études, plus élevés que ceux généralement 

mentionnés dans la littérature. Cependant ils restent inferieurs au niveau d'infections obtenus 
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par infection expérimentale au laboratoire. Ceci est probablement dû au fait que nous avons 

sélectionné des porteurs de gamétocytes avec des gamétocytémies élevées pour les infections 

expérimentales et de plus, que l'immunité naturelle des porteurs a été évitée par le 

changement du sérum. Ainsi, en favorisant des forts niveaux d'infection au laboratoire, nous 

avons probablement sous estimé l'efficacité des candidates TBV en termes de TBA. Les 

expériences futures pourront chercher à générer des infections moins fortes pour obtenir en 

laboratoire des valeurs de TBA qui sont plus proches de celles qui devraient être obtenues sur 

le terrain. Une étape importante à l'avenir pour l'évaluation des candidats TBV sera de 

pourvoir traduire des intensités d'infection obtenues au laboratoire (moyennes issues chacune 

d'expositions de moustiques à un sang infectieux), avec des moyennes d'infections dans la 

nature qui sont les résultats d'infections de moustiques sur un nombre indéterminés de 

personnes infectées. 

Parallèlement à notre sujet spécifique, nous avons contribué à réaliser d'autres travaux traitant 

des nouvelles stratégies de lutte contre le paludisme, notamment l'identification des 

molécules médicamenteux bloquant la transmission de Plasmodium homme-moustique. Il 

s'est agi également d'étudier le coût de l'infection à Plasmodium sur la fécondité et la 

longévité des vecteurs dans les différentes conditions environnementales. Les résultats de ces 

travaux ont fait l'objet d'articles soumis à publier (annexe 5). 

Perspectives 

Nos travaux ont confirmé l'intérêt des deux candidats vaccins que sont Pfs25 et Pfs230 et 

l'utilisation de virus recombinants pour la formulation de TBV. Dans ce cadre un essai 

clinique de phase 1 est prévu pour 2014 au Royaume Uni. Il pourrait constituer une avancée 

vers l'utilisation des TBV sur le terrain. L'objectif de l'essai clinique est d'obtenir des 

immunisations à des niveaux supérieurs à ceux obtenus jusqu'à présent puisqu'un effet 

proportiOlUlel du titre d'anticorps a été mis en évidence. De plus nos résultats ouvrent des 

perspectives dans la co-formulation des molécules vaccinales. Notre ambition à courts termes 

est d'étudier l'efficacité de molécules vaccinales multivalentes, profitant de modes d'actions 

complémentaires. En effet, les deux candidats TBV Pfs230 et Pfs25 agissent respectivement 

au stade gamète et oocinète du développement sporogonique. Nous envisageons de mesurer 

leur effet en association en perspective d'une formulation vaccinale à base de ces deux 
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antigènes. Une telle formulation pourrait avoir l'avantage de bloquer la formation de gamètes, 

ou à défaut d'une efficacité totale, de réduire le nombre de parasites pour faciliter leur 

élimination au stade oocinète par l'effet du second candidat TBV (Pfs25). De même, 

l'antigène AgAPN1 de l'estomac de moustique à été identifiée comme récepteur pour 

l'oocinète au cours de son adhésion et sa traversée de la membrane épithéliale. Dans notre 

étude, les anticorps issus de ce candidat vaccin ont montré une efficacité limitée, mais 

d'autres formulations pourraient être plus efficaces et avoir un mode d'action 

complémentaire. Enfin, l'ambition à long terme est d'aboutir à un vaccin agissant à la fois 

chez l'homme et chez le moustique. Les candidats TBV en cours d'évaluation pourraient être 

co-formulés ou co-administrés avec des vaccins classiques agissant sur les stades parasitaires 

chez l'homme, par exemple le vaccin RTSS, pour potentialiser leur action et ainsi, constituer 

un outil efficace pour le contrôle et l'éradication du paludisme. 
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Annexe 

Annexe 1 

Fiche d'information et de consentement pour les personnes participant à la recherche 

Ce document contient : 

Une fiche d'information destinée à expliquer les objectifs de l'étude, à donner des détails 

sur le protocole employé et à informer les volontaires de leur engagement dans l'étude. 

Un accord de consentement éclairé individuel à signer par les parents ou le tuteur légal 

qui accepte que son enfant participe à l'étude. 

Nous vous prions de prendre connaissance du contenu de la présente fiche 

d'information, ainsi que la fiche de consentement ci-jointe. La fiche d'information explique 

vos droits et nos responsabilités dans le cadre de cette étude. La fiche de consentement 

sollicite votre participation à la réalisation de cette étude. Si vous avez une quelconque 

question relative au contenu de ce document, n'hésitez pas à vous adresser au responsable de 

l'équipe: Professeur Jean-Bosco Ouédraogo. Avant toute décision, il est important pour vous 

de comprendre pourquoi ce travail de recherche est mené et ce qu'il impliquera. Votre accord 

sera confirmé par la signature du formulaire de consentement ci-joint, pour indiquer que vous 

avez bien compris le but et contraintes de l'étude. 

Nous vous faisons savoir que cette étude a été approuvée par le Comité d'éthique du 

Centre Muraz, qui est un comité dont la responsabilité est de s'assurer que les droits de 

l'homme et la dignité humaine sont entièrement respectés pendant la conduite de la recherche 

et que les intérêts et le bien-être des participants ont la priorité au-dessus de l'intérêt 

scientifique. 

Tampon du Coordinateur du Project 
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Fiche d'Information 

========================== 

Titre de l'étude: Bloquer la transmission du paludisme grâce aux vaccins, les 

médicaments et la réponse immunitaire des moustiques: déterminer des cibles et leur 
efficacité 

Investigateurs responsables de l'étude au Burkina Faso: Dr George Christophides 
(Imperial College), Grande Bretagne (Principal Investigateur) ; Pr Jean Bosco Ouedraogo 

(IRSS) ; Dr. Anna Cohuet (IRD/IRSS) et Dr Louis-Clément Gouagna (IRD). 

Sources de financement: Union Européenne 

Les objectifs 

Nous faisons des recherches sur le paludisme. Cette maladie est très fréquente dans cette 

zone. Les parasites qui sont responsables du paludisme sont transmis par les moustiques 

lorsqu'ils piquent la nuit. Si un moustique pique une personne qui a les parasites dans son 

sang, il va s'infecter et après plusieurs jours, il pourra aller transmettre des parasites à une 

nouvelle personne. Les parasites qui peuvent infecter les moustiques s'appellent les 

gamétocytes. Nous travaillons sur les moustiques et nous voulons mieux comprendre 

comment les parasites se développent chez les moustiques. Nous voulons voir s'il est 

possible d'arrêter le développement des parasites chez le moustique pour empêcher la 

maladie de se propager. 

Critères d'inclusion dans l'étude 

Nous allons rechercher les porteurs de gamétocytes parmi les enfants âgés de 5 à Il ans. Les 

enfants de moins de 5 ans sont exclus du fait de leur vulnérabilité d'une part, et d'autre part 
parce qu'il est pratiquement difficile de prélever le sang de leurs veines encore petites. Cette 

tranche d'âge a été choisie car c'est celle qui comporte le plus de sujets infectés par les 

gamétocytes. Si votre enfant est malade, vous devez nous en informer car nous ne pourrons 

pas l'inclure dans l'enquête. Par contre votre enfant pourra bénéficier du traitement 
antipaludique au même titre que ceux qui participent à l'étude. 

Votre décision quant à la participation de votre enfant doit être complètement 

volontaire. Vous devez vous assurez que la participation ou non de votre enfant est votre libre 

choix. Vous ne devez recevoir aucune mesure incitative pour la participation à l'enquête. 
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Si vous choisissez pour votre enfant de ne pas participer, il ne sera pas prélevé 
pour le diagnostic du paludisme. Si vous consentez qu'il soit inclus, vous avez la possibilité à 
tout moment de changer d'avis et d'arrêter sa participation à l'enquête. Votre enfant dans ce 
cas conservera ses droits de volontaire. 

Protocole d'enquête parasitologique: 

La sélection de ces enfants porteurs de gamétocytes sera effectuée par notre 
équipe avec la participation du CSPS et un représentant local du village. Nous allons venir à 
l'école avec l'équipe médicale de l'hôpital pour effectuer le diagnostic du paludisme aux 
enfants. Le diagnostic se fait par la réalisation d'une goutte épaisse. Ceci consiste à prélever 2 

ou 3 gouttes de sang au bout du doigt, à les étaler sur une petite lame de verre et à les laisser 
sécher. De retour au laboratoire de diagnostic, la goutte épaisse est colorée et si l'enfant a des 
parasites dans son sang, les microscopistes pourront les voir à travers leur microscope. Nous 

pourrons voir 2 formes de parasites: 1) les mérozoïtes, ce sont les parasites qui peuvent 
donner la fièvre et il faut dans ce cas prendre un traitement, et 2) les gamétocytes, ce sont les 
parasites qui infectent les moustiques. 

Si votre enfant est infecté par des mérozoïtes, le médecin lui donnera un traitement 
antipaludéen gratuitement. S'il a des gamétocytes, on vous demandera de poursuivre 

l'enquête. Vous devrez amener l'enfant au centre de recherche IRSS situé à Bobo Dioulasso 
où un prélèvement de sang sera effectué au niveau du pli du coude. La quantité de sang 

prélevée est équivalente à une cuillère à soupe (5 à 7 ml). Le sang sera utilisé pour nourrir des 
moustiques élevés dans notre laboratoire. Le but est d'examiner ces moustiques pour voir s'ils 
peuvent s'infecter. Donc une semaine après, les moustiques, ayant préalablement pris le sang, 
seront disséqués pour vérifier s'ils se sont infectés. Le fait que votre enfant possède des 
gamétocytes dans son sang indique qu'il est capable d'infecter des moustiques qui vont alors 

disséminer la maladie, mais ceci n'indique pas que votre enfant a le paludisme. Il n'aura donc 
pas de traitement antipaludéen si on n'a pas identifié de mérozoïtes dans son sang. Vous

même et votre enfant allez serez transportés du village jusqu'au laboratoire et vis versa. 

Risques et incommodités: 

Cette étude peut comporter quelques contraintes et risques potentiels. Il est de notre devoir de 
vous mettre au courant et de vous faire connaître les dispositions que nous allons prendre 
pour minimiser ces risques. 

Tout prélèvement sera effectué par un agent qualifié (technicien médical, infirmier, médecin) 
avec du matériel stérile et à usage unique (vaccinostyle, seringues). Au moment de la piqûre 
au bout du doigt, il est possible que votre enfant ressente une légère douleur, ceci ne 
représente aucun risque et la douleur ne dure que quelques secondes. Si votre enfant est 
inclus pour une ponction veineuse au niveau du bras, il pourra ressentir une gêne au point de 
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piqûre au moment du prélèvement. La piqûre peut provoquer un petit bleu qui disparaîtra en 

quelques jours. Le don de la quantité de sang demandée (correspondant à une cuillérée à café) 
ne présente véritablement aucun risque qui peut affecter la santé. Etant donné que tous les 
prélèvements seront effectués par un personnel médical qualifié et expérimenté avec du 

matériel stérile à usage unique, le risque de contamination est nul. Votre enfant ne sera pas 
exposé aux piqûres de moustiques et seul le sang prélevé sera donné aux moustiques 

d'élevage à travers un appareil qui permet de nourrir les moustiques. 

Noter que seul le traitement contre le paludisme sera administré gratuitement à tous 

ceux qui porte les mérozoïtes, et ceci conformément aux directives nationales en vigueur. 

Votre enfant peut déclencher des effets secondaires à la prise du traitement antipaludéen. Il 

peut se plaindre de troubles digestifs, de réactions cutanées ou d'arythmie. Dans ce cas, vous 
devez aller voir le médecin de l'hôpital qui collabore dans cette enquête, il donnera un 

traitement approprié. Toute dépense due aux effets secondaires sera prise en charge par le 

projet. 

Bénéfices: 

Si votre enfant participe à l'étude et qu'il est infecté par le paludisme, il bénéficiera 

d'une prise en charge gratuite. On lui délivrera un traitement antipaludique approprié tel que 
recommandé par le Programme National de Lutte contre le Paludisme. S'il participe au 

prélèvement du sang pour les infection expérimentales, le transport aller et retour sera assuré 

par un chauffeur de l'institut. Aucun bénéfice direct ne sera perçu pour participation à 
l'enquête. Les résultats de cette étude pourront aider la communauté scientifique à mieux 

comprendre la transmission du paludisme chez le moustique et comment la transmission de la 
maladie peut être diminuée. De telles mesures pourront être appliquée dans les zones 

endémiques et donc dans la localité actuelle où cette étude a été conduite. Donc, les 

générations futures pourront bénéficier des résultats de nos recherches. 

Confidentialité 

Toute information médicale relative à votre enfant restera privée. Les échantillons de 

sang utilisés pour nourrir les moustiques resteront anonymes. Le sang prélevé ne servira en 

aucun cas à d'autres études ou manipulations, si des tubes ne sont pas utilisés, ils seront 
détruits. 

Utilisation des résultats de l'étude 

Les résultats de cette étude pourront être publiés dans une revue médicale. Avant que 
ces résultats ne soient publiquement disponibles, une équipe du projet repartira remercier tous 
ceux qui auront contribué à la bonne conduite du projet et leur informer des résultats. 
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Considérations financières 

Votre participation à l'étude est entièrement volontaire. Par conséquent, vous ne 

recevrez aucune rémunération pour votre participation à l'étude. Par contre, vous n'aurez pas 

à payer de traitement anti-paludéen ou de consultation médicale pour le paludisme pendant la 

période d'étude. Les frais de transport si vous devez venir au centre de recherche vous seront 

remboursés. 

Protection de données individuelles 

La confidentialité sera respectée pour toute personne impliquée dans l'étude. Les participants 

à l'étude ne seront pas identifiés nommément, ni dans les rapports ni dans les publications. 
Tout prélèvement de sang sera étiqueté par un code spécifique et considéré par la suite comme 

échantillon anonyme, c'est-à-dire sans indication permettant d'établir un lien avec l'individu à 

partir duquel le sang a été obtenu. Des échantillons de sang ne seront pas utilisés pour des 

buts autres que ceux décrits dans les procédures d'étude et à la fin de cette étude de 6 mois, 

tout matériel restant sera détruit selon des règles de biosécurité en laboratoire. 

Participation volontaire et responsabilité 

La participation à cette étude est entièrement libre et volontaire. Vous avez le droit de refuser 
de donner votre accord de participation ou celui de votre enfant dans cette étude sans aucune 

conséquence ou préjudice. Par ailleurs si vous acceptez de participer à l'étude, vous devrez 

respecter les règles et procédures prévues dans les différents protocoles de collecte de sang ou 

de moustiques. 

Considération de la diversité culturelle 

La diversité culturelle, religieuse et linguistique sera respectée en fournissant le consentement 

éclairé. Ceci sera traduit en langues locales quand les personnes concernées ne peuvent pas 

comprendre le français. Nous respecterons toute personne ou groupe de personnes qui, pour 

une raison religieuse ou culturelle, ne veulent pas participer. 

Signature ou emprunte du pouce 

Si vous donnez votre consentement ou avalisez le consentement de votre enfant à cette 

étude, vous devez signer ou apposer l'empreinte de votre index sur la fiche de consentement. 
Ceci prouvera que vous avez très bien compris les informations et les contraintes de cette 
étude et que vous avez décidé volontairement et librement d'y participer. 
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Dignité humaine et droits de l'Homme 

Nous vous infonnons que ce projet a été étudié et approuvé par le Comité National 
d'Ethique. Le Comité National d'Ethique est un Comité qui a pour tâche de s'assurer que 
dans ce projet la dignité et les droits de l'Homme sont respectés et que les intérêts et le bien 
être des volontaires ont la priorité sur l'intérêt scientifique. 

Personne à contacter en cas de besoins: 

Vous pouvez contacter les responsables du programme si vous avez d'autres 
interrogations, dès maintenant et même après que l'étude soit commencée. Si vous voulez 
posez des questions plus tard, vous pouvez joindre le médecin à l'hôpital, ou le 

Coordinateur du Projet à l'adresse suivante: 

Professeur JEAN-BOSCO OUEDRAOGO 

Institut de Recherche en Science de la Santé, Bobo Dioulasso. 

Tel: 20 98 18 80 

Tampon du Coordinateur du Project sur la zone 
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-------

Formulaire de consentement éclairé 

Je, (nom du parent/tuteur) représentant légal de (nom du 

participant) , certifie donner mon consentement libre et éclairé pour la 

participation de mon enfant au projet de recherche intitulé « Bloquer la transmission du paludisme 

grâce aux vaccins, les médicaments et la réponse immunitaire des moustiques: déterminer des cibles 

et leur efficacité ». 

Je comprends que mon enfant pourra ressentir un léger inconfort au moment de la piqûre et que, bien 

que les risques soient mineurs, des effets secondaires au traitement anti- paludisme peuvent survenir 

s'il est traité. Je suis conscient qu'il n'y a pas davantage de bénéfices que ceux cités dans la première 

partie de ce formulaire, ni pour moi ni pour mon enfant. 

J'ai lu les informations précédentes, ou elles m'ont été lues. J'ai eu l'opportunité de poser des 

questions à ce sujet et on a répondu de manière satisfaisante à toutes les questions que j'ai posées. J'ai 

obtenu le nom des Coordonnateurs du Projet à Bobo-Dioulasso et je peux le joindre si j'ai des 

questions supplémentaires concernant les droits de mon enfant. 

Je consens volontairement à ce que mon enfant participe à cette étude et je comprends que je 

peux retirer mon enfant de l'étude à tout moment sans que cela n'affecte en rien ses bénéfices en 

temps que participant de l'étude. 

Nom du participant et Signature du parent ou tuteur _ 

Date--------- 
Jour/mois/année 

Si illettré 

J'ai été témoin d'une lecture précise du formulaire de consentement au parent du participant potentiel 

et la personne a eu l'opportunité de poser des questions. Je confirme que la personne a donné 

librement son consentement. 

Nom du témoin et Signature du témoin ET Empreinte du pouce du parent 
Date _ 

Jour/mois/année 

Déclaration de l'investigateur: Je confirme que la personne a donné librement son consentement.
 

Noms Signature _
 

Date
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Annexe 2 : 

Protocole d'extraction de l'ADN sur oocyste (Kit Qiagen : Spin -Column) 

Après isolement individuel d'oocystes de P. falciparum, ils sont conservés dans les tubes 

Eppendorf de 0,5ml à -20°C. 

1.	 Dans chaque tube de type Eppendorf 0,5 ml, ajouter 180 III de Buffer ALT + 20111 de 

proteinase K ; 

2.	 Vortexer le mélange et incuber à 56°C pour une lyse complète pendant 1-3 heures 

dans un thermocycler, les échantillons peuvent aussi êtres lysés pendant toute la nuit; 

3.	 Vortexer 15s ; 

4.	 Ajouter 200 III de Buffer AL + 200 III d'éthanol absolu (100 %) puis mélanger de 

nouveau; 

5.	 Transférer le mélange dans les colonnes (DNeasy Mini Spin Column) ; 

6.	 Centrifuger à 9000 tours pendant 1 min; 

7.	 Retirer la colonne et la placer dans un nouveau tube; 

8.	 Ajouter 500 III de tampon AW1 ; 

9.	 Centrifuger à 9000 tours pendant 1 min; 

10. Retirer la colonne et la placer dans un nouveau tube;
 

Il. Ajouter 500 III de tampon AW2 ;
 

12. Centrifuger à 12 000 tours pendant 3 min; 

13. Retirer délicatement la colonne de sorte qu'il n'entre pas en contact avec le liquide 

contenu dans le tube; 

14. Placer chaque colonne dans un tube Eppendorf stérile de l ,5 Ill, puis ajouter 50 III de 

tampon AE pour l'élution ; 

15. Centrifuger à 9000 r.p.m. pendant 1 minnute; 

16. retirer les colonnes et conserver l' éluât contenu dans le tube de 1,5 III ; 

Conserver l'ADN pour les PCRs à -20°C 
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Protocole d'amplification diagnostique de P.falciparum 

Amorces 

PF 1 : 5' GGAATGTTATTGCTAACAC 3' 

PF 2: 5' AATGAAGAGCTGTGTATC 3' 

Composition du master mix :
 

Avec la Taq 5 prime, pour un volume final de 15111 par réaction
 

Réactifs Concentration finale Pour! rxs à 15 III 
Tampon de Taq 10X IX 1.5 Jl1 
25mMMgClz 0.5mM 0.4 Jl1 
10mMdNTPeach 0.2 Mm each 0.3 Jll 
Primer F (10 IlM) 5 pmoles 0.5 Jl1 
Primer R (l0 IlM) 5 pmo1es 0.5 Jll 
Taq DNA polym (5U/Jll) 0.5U 0.1111 
ddH20 9.7111 
DNA template (1 à 5 ng / III 2.0Jll 

Programme d'amplification:
 
5' [30'", l' 15'"] 35c lO'@ 56°C
 

3' "
 

Tailles attendues 
5' 

1 fragment de 501 bp 
l' 15 

\. 56° ) 
,,---y,---~ 

32 cycles 
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Annexe 3 : Protocole d'amplification des marqueurs microsatellites de P. falciparum 

PCR1 : 
Composition du "master mix" dans un volume final de 15 Ill, avec la Taq polymérase 
5 Prime 

Réactifs Concentration finale 1 rxs à 15111 

Tampon de Taq 10 X 1 X 1.50 III 
MgCI25 mM 1.mM 0.50 III 
10 mM dNTP 0.2 mM (chacun) 0.30 III 
Primer A (10 IlM) 1.5 pmoles 0.15 III 
Primer B (10 IlM) 1.5 pmoles 0.15 III 
Taq (5 UlJlI) lU 0.20 III 
ddH20 10.2 ,.11 
DNA (1 à 5 ng/Ill) 2.00 III 

Programme d'amplification: 
3' [30" 30" 30" 40"] , , , 25c 2' 

94° [94°,42°,40°,68°] 68° 
3' 30" 

30" 30" 
42°C 40°C 

25 cycles 
PCRl :
 
Composition du "master mix" dans un volume final de 15 III
 

Réactifs Concentration finale 1 rxs à 15111 

Tampon de Taq 10 X 1 X 1.5 III 
MgCI25 mM 0.7 mM 0.4 III 
10 mM dNTP 0.2 mM (chacun) 0.3 III 
Primer A (10 IlM) 4 pmoles 0.4 III 
Primer Fluo (5 IlM) 2 pmoles 0.4 III 
Taq (5 U/Ill) lU 0.2 III 
ddH20 / 10.3 III 
DNAPCR1 1.5 III 

Amplification d'amplification: 
3' [30" 20" 40"] 2', , 27c 

94° [94°,45°,65°] 68° 

40" 2' 

LJ 
20" 

45°C 
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Annexe 4: 

~ Purification des réactions PCR par AMPure® Agencourt® 

1- Mélanger la bouteille d'AMPure de façon a bien resuspendre les billes magnétiques 

2- Ajouter le volume nécessaire d'AMPure en fonction du volume de PCR selon l'équation: 

Volume d'AMPure à ajouter = 1.8 x Volume réactionnel 

Volume réaction PCR (Jd) Volume d'AMPure (1.11) 

10 18 
20 36 

50 90 
100 180 

3- Mélanger en pipetant une dizaine de fois ou en vortexant 30 secondes et laisser incuber 5 

minutes a TA 

4- Placer la plaque sur la plaque magnétique SRIPlate 96R et laisser entre 5 et 10 minutes de 

façon à séparer les billes de la solution. Le temps de séparation dépend de la taille de la 

réaction. Attendre que la solution soit claire avant de passer à l'étape suivante. 

5- Aspirer le surnageant doucement de façon à ne pas prendre de billes. 

6- Ajouter 200/-û d'Ethanol 70% dans chaque puits et laisser 30 secondes a TA (ne pas 

vortexer ni mélanger). Retirer l'Ethanol et recommencer une deuxième fois cette opération. 

Retirer un maximum d'Ethanol au 2e lavage. 

7- Laisser sécher a l'air libre, sur la plaque magnétique, 15 minutes. 

8- Retirer de la plaque magnétique et éluer en ajoutant 40/-11 d'eau dans chaque puits. 

Mélanger ou vortexer. Laisser éluer 3-5 minutes a TA. Remettre sur la plaque magnétique 

avant de procéder a la réaction de séquence de façon a ne pas pipeter de billes magnétiques 

qui inhiberaient la réaction. 

Dans le cas ou la réaction purifiée doit être conservée a -20°C, Agencourt recommande de 

transférer l' élution, débarrassée des billes magnétiques, dans un nouveau tube avant de la 

congeler. 
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~ Purification Réactions Séquences par Agencourt®CleanSeq® 

Mélanger doucement le CleanSeqR par inversion 

1- Mettre 10 j.ll de CleanSeqR dans les 20j.ll de réaction de séquence et ajouter 42j.ll Ethanol 

85% ; Mélanger en pipetant une dizaine de fois 

2- Mettre la plaque de réaction sur la plaque magnétique et laisser à TA 3 minutes 

3- Aspirer le surnageant doucement en évitant de prendre les billes avec 

4- Ajouter 100j.ll d'Ethanol 85% et laisser 30 secondes; jeter l'Ethanol. Pour les réactions de 

séquences faites avec 4j.ll ou plus de BigDye Terminator, un second lavage est nécessaire. 

Dans ce cas, procéder de la même manière. 

5- Laisser sécher a TA entre 10 et 15 minutes. 

6- Hors plaque magnétique, ajouter 40j.ll d'H2ü dans chaque puits pour éluer; mélanger et 

laisser 5 minutes a TA 

7- Remettre sur la plaque magnétique pour séparer l'éluât des billes et prendre 12j.ll de cet 

éluât pour séquençage direct. 

Annexe 5: Les articles 
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Anti-pfs25 Ruman Plasma Reduces Transmission of Plasmodium 
falciparum Isolates That Have Diverse Genetic Backgrounds 

Dari F. Da:,b Saurabh Dixit,c Jetsumon Sattabonkot,d* Jianbing Mu,e Luc Abate,b Bhanumati Ramineni,c Jean Bosco Ouedraogo: 
Nicholas J, MacDonald,c Michael P. Fay.' Xin-zhuan Su,e Anna Cohuet:,b Yimin WUc 

Institut de Recherche en Sciences de la Santé (IRSS), Boho-Dioulasso, Burkina Faso'; Institut de Recherche pour le Développement (IRD)-UMR MIVEGfC (UM1-UM2

CNRS 5290-IRD 224), Montpellier, France"; Laboratory of Malana Immunology and Vaccinology, Nationallnstitute of Allergy and Infectious Diseases, Rockville, Maryland, 
USA, Armed l'orees Research Institute of Medical Sciences, Bangkok, Thailand,j; 1aboratory of Malaria and Veclor Research, Natlonallnstitule of Allergy and Infectious 

Diseases, Rockville, Maryland, USA"; 6iostatistical Research Granch, Nationallnstitute of Allergy and Infectious Diseases, Gethesda, Maryland, USA' 

Pfs25 is a leading candidate for a malaria transmission-blockingvaccine whose potential has been demonstrated in a phase 1 
trial with recombinant Pfs25 formulated with Montanide ISA5!. Because oflimited sequence polymorphism, the anti-pfs25 an
tibodies induced by this vaccine are likely to have transmission-blocking or -reducing activity against most, if not aIl, field iso
lates. To test this hypothesis, we evaluated transmission-blocking activities by membrane feeding assay of anti-pfs25 plasma 
from the Pfs25/ISASI phase 1 trial against Plasmodium falciparum parasites from patients in two different geographical regions 
of the world, Thailand and Burkina Faso. In paraUel, parasite isolates from these patients were sequenced for the Pfs25 gene and 
genotyped for seven microsatellites. The results indicate that despite different genetic backgrounds among parasite isolates, the 
Pfs25 sequences are highly conserved, with a single nonsynonymous nucleotide polymorphism detected in 1 of41 patients in 
Thailand and Burkina Faso. The anti-Pfs25 immune plasma had significantly higher transmission-reducing activity against par
asite isolates from the two geographical regions than the nonimmune controls (P < 0.0001). 

D':" espite decades of effort battling malaria, the disease is still a 
, major cause of morbidity and lllortality, mainly due to Plas
modiumfalciparum. Transmission-blocking vaccines (TBVs) that 
target sexual-stage parasite development within the lllosquito 
midgut are an integral part of the malaria control and elimination 
plan currenùy under development (1, 2). Among multiple TllV 
targets, Pfs25, an antigen expressed on the surface of P, falciparum 
zygotes and ookinetes in mosquito midguts, is a leading vaccine 
candidate with which there is substantial evidence of induction of 
transmission-blocking activity (TllA) or transmission-reducing 
activity (TRA), A phase 1 trial conducted on V.S. adults testing a 
recombinant Pfs25 formulated with Montanide ISA51 delllon
strated transmission-reducing activities in a standard membrane 
feeding assay (SMFA) using gametocyte cultures from the NF54 P. 
fàlciparum isolate (3). 

While Pfs25 gene transcripts \Vere detected in blood-stage ga
metocytes in the human host, the bulk of the Pfs25 expression 
commences only after fertilization in the mosquito host (4, 5), 
Due to the presence of litùe or no expression of the Pfs25 protein 
in the human host, it is unlikely to be naturally targeted by adap
tive immunity. This is consistent with the absence of detectable 
anti-pfs25 antibodies in human sera from areas where P, falcipa
rum is highly endemic (6, 7), suggesting that the protein is not 
subject to selective pressure to evade the human immune system 
by antigenic variation and that the Pfs25 gene is likely highly con
served. Indeed, a survey of Pfs25 gene sequences from 9 parasite 
isolates From various geographical locations and 20 patients in 
Papua New Guinea revealed only one nonsynonymous mutation 
(8,9), Recent large-scale analysis of P. falciparum diversity in nat
ural infections by deep sequencing showed only one synonymous 
mutation in the Pfs25 gene (lO).lt is therefore hypothesized that a 
recombinant Pfs25 vaccine based on the Pfs25 sequence in P. fal
ciparum clone 3D7 ofisolate NF54 will induce strain-transcending 
immunity against field isolates. ln this study, wc evaluated the 

transmission-blocking and -reducing activities of human plasma 
from the Pfs25/Montanide ISA51 trial by a direct membrane feed
ing assay (DMFA). The assay uses P. falciparum gametocyte-con
taining blood obtained from malaria patients from two distant 
countries where the parasite is endemic, Thailand and Burkina 
Faso, in two distinct local mosquito vectors, Anopheles dirus and 
Anopheles gambiae, respectively, Our results showed that the anti
Pfs25 human plasma reduces transmission of P. falciparum iso
lates with diverse genetic backgrounds. 

MATERIAL5 AND METHOD5 

Processing of plasma. The anti-pfs25 plasma used in this study was col
lected by plasmapheresis of a volunteer from the phase 1 trial of Pfs25/ 
Montanide 15A51, under NIAID IRB-approved protocol 05-1-0118 (3). 
Ail subjects provided written informed consent before participation. 
Plasma from a naïve volunteer (lnterstate Blood Bank) was used as a 
control. Both anti-pfs25 and naïve plasma samples were heat inactivated 
prior to processing. In order to avoid dotting due to ABü blood type 
mismatch, wc preadsorbed the plasma with whole AB' type blood (Inter
state Blood Bank, Memphis, TN) to remove anti-A and anti-B antibodies, 
as described previously (lI). Briefly, the whole AB 1 type blood was 
washed to remove white cells and platelel~. The AB+ red blood cell pellet 
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was mixed at room temperature with the anti-Pfs25 immune plasma or 
the naïve-control plasma by gentle rotation for 20 min and was then 
centrifuged at 2,500 X gfor ID min at 4°C. Supernatant was collected and 
filtered through a 0.22-full filter, aliquoted, and stored at -80°C for feed
ing assays. Using a standard enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) as previously described (3), the anti-pfs25 titer ofthis plasma was 
set to 3,200 ELISA units. This plasma had been tested by SMFA in the 
United States and had demonstrated 68 to 83% TRA (3). 

DMFA. DMFAs were conducted separatcly at laboratories in Thailand 
and Burkina Faso. Both laboratories used their own local laboratory
reared mosquitoes exposed to gametocyte-infected blood from malaria 
patients in Burkina Faso and Thaibnd. The gametocyte-infected blood 
samples from malaria patients were collected under protocols approved 
by the institutional ethical committee in Burkina Faso (003-2009/CE
CM) and from the Ministry of Public Health in Thailand (under protocol 
WRAIR 1308). Prior to testing of the immune plasma at the two sites, the 
standard operating protocols (SOPs) used by both laboratories were re
viewed and harmonized to minimize assay variation. The only differenccs 
in the SOPs used by the two sites, in addition to the source ofgametocytes, 
were the mosquito species, the volume and the hematocrit of the feeding 
mixture in the feeder, and the types of membrane used for feeding. 

ln Thailand, infections were carried out using a colony of the local 
vector Anopheles dirus and gametocyte carriers were identified among 
adult patients of the Malaria Clinic, Mac Sot, Tak Province. Gametocyte 
density in donor carriers was determined by a microscopy read of 500 
leukocytes on a thick blood smear.ln Burkina Faso, an Anopheles gambiae 
(M molecular form) colony, established from the local natural vector 
populatioll, was used. l'. falcipanml gametocyte carriers were se!ected 
among children screened in villages around Bobo Dioulasso. Gametocyte 
density in donor carriers was determined by a m icroscopy read of 1,000 
leukocytes on a thick blood smear. 

The gametocyte-infected blood was collected by venous blood draw 
and washed with incomplete RPMlmedium. The blood was mixed with 
aliquots of anti-pfs25 or heat-inactivated naïve control plasma. Taking 
into account the usual observed hematocrit in patients from the IWo study 
sites, the blood cell-to-plasma mixing ratios were ISO foLl:180 foLl in Thai
land and 1ï5 foLl: 180 foLl in Burkina l'aso. The mixture was incubated at 
room temperature for 15 min and transferred in glass fceders covcred with 
Parafillll (in Burkina Faso) or Baudruche membrane (in Thailand) and 
maintained at 3ïoC using a water jacket circulation system. 'nlfee feeders 
were uscd l'cr blood donor-plasma combination in order to avoid a po
tential feeder effect. Fifty 2- to 3-day-old female A. gambiae or 100 5- to 
ï-day-old A. dirus mosquitoes were placed in each membrane feeder and 
were allowed to fccd for 30 min, after which all unengorged mosquitoes 
were removed. Mosquitoes were provided a 10% sucrose solution daily 
until theywere dissected for oocyst counting at ï days (for A. gambiae) or 
9 to Il days (for A. dims) after blood feeding. 

Transmission-bloddng and -reducing activities of the anti-pfs25 
plasma. Wc considered two types of activity of the anti-pfs25 plasma, 
TBA and TRA. The TBA llleasures the blocking of infection prevalence 
and is calculated as follows: TBA = 100 X ri - (prevalence of infection 
for mosquitoes fed with immune plasllla/prevalence of infection for con
trol group)]. The TRA measures the reduction of oocyst density in in
fected mosquitoes and is calculated as follows: TRA = 100 X [1 - (mean 
oocyst number with immune plasma/mean oocyst number in control 
group)]. Wc tested the TBA and TRA of the anti-Pfs25 plasma against 
parasite isolates from 5 gametocyte carriers from Thailand and ï from 
Burkina Faso. 

Statistiçal methods. To evaluate whether wc used comparable para
site exposures for mosquito vectors in Thailand and Burkina Faso, wc 
used a Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) test for testing gametocyte 
density between countries and the t distribution on the log-transformed 
values for confidence intervals on the geometric mean. To compare ga
metocyte density ta mean oocyst cou nt, proportion of infected mosqui

tocs, or TRA, wc used Spearman correlations with confidence int<~r~js 

(CI) calculated using rank transform methods. 
Wc mode!ed the log of the mean oocyst count (for TRA) or thllog of 

the infection prevalence (for TBA) as norrnally distributed. This assump
tion is motivated by the centrallimit theorem, which states that be.-ause 
each statistic comes from a mean (either the mean of the oocyst counts or 
the mean of the indicators of infection), the normality assumption is 
reasonable even if the individual mosquito oocyst counts follow a more 
complicated mode! such the zero-truncated negative binomial mode! 
(12). The log of the mean can be treated as normally distributed using the 
delta method (13). For a single donor, wc estimated the log of the ratio 
(test over control) of the oocyst means (for TRA) or prevalences (for 
TBA), using Welch's two-sample 1 test and the associated confidence in
tervals. ln this case, the observations are the log means for the 6 feeders (3 
with tested sera and 3 for control). This method automatically accounts 
for the feeder-to-feeder variability. The estimates and confidence limits 
are then transformed to 'l'BA or TRA by theformula 100[1 - exp(l9gR)], 
where 10gR is the estimate (or confidence limit) of the log ratio from the t 
test. For testing the country effects, wc uscd meta-regressionmetho.ds (14, 
15). Meta-regression methods are typically used for meta-analyses where 
thcre are systematic effects of interest between studies. Here each donor 
acts like a study and the systematic effect is the country effect. Wc uséd the 
mean and variance of the 10gR effect for each donor from the t test meth
ods just described and aIJowed for donor variability through a random 
donor effect. We estimated the ratio of the effect from Burkina Faso over 
the effect from Thailand, where the effect is the test-over-control ratio for 
each country (estimated by the exponential of the average 10gR effect per 
country). Thus, confidence intervals on that ratio account for both the 
feeder variability and the donor variability. 

Pfs25 sequencing and microsatellite genotyping. Blood from each 
gametocyte carrier was spotted on filter paper, dried, wrapped in alumi
num foil, and stored at ambient temperature. Blood samples from an 
additional29 P. falciparum carriers in Burkina Faso were added for pfs25 
sequencing. Genomic DNA was extracted from each gametocyte carrier 
blood saml'le using CTAB extraction buffer (16). The pfs25 gene was 
amplified by using forward l'CR primer PFI (5' -C'l''l'TGTlTTCTl'CAA 
TTTATTC-Y) and reverse primer l'RI (5'-TCATGGTATTTTTTTTTG 
TC-3') upstream of the Pfs25 gene start codon and downstream of the 
pfs25 stop codon, respectively. Both strands were sequenced using the 
BigDye Terminator, version 3.1, cycle sequencing kit (Applied Biosys
tems) and an Applied Biosystems sequencer. Sequences were assembled 
and verified using SeqScape (Applied Biosystems). The pfs25 sequence 
from the NF54 P. falciparum isolate (8) was used as a reference sequence. 

Microsatellites were genotyped for P. falciparum in blood from each 
gametoeyte carrier using fluorescence-Iabeled forward primers. The 
markers uscd in this study (B5M5, CJ4Mlï, C13M63, B5M124, BMlï, 
CIM6ï, and C1M4) were described previous!y (l ï, 18). Fragment analy
ses were conducted with a sequencer (Applied Biosystems), and alle!es 
were sized relative to an internal size standard using GENEMAPPER 4.0 
(Applied Biosystems). 

RESULTS 
Transmission-blocking and -reducing activities of the anti

Pfs25 plasma on P. falciparum gametocyte isolates in Thailand 

and Burkina Faso. The DM FAs wcre conductcd by feeding vector 

mosquitoes on blood from P. falciparum gametocyte carriers. The 
gcolnctric mcan ofgamctocytc dcnsity ofcarricrs in Burkina Faso 

was lower (I33/J.l-I [95% CI, 78 to 227/J.l-I]) than that ofThai car

riers (409/J.l-I [95% CI, 62 to 2,706/J.l-I]), although thcrc was no 
significant difference between the 2 countries (P = 0.146 by 

WMW test). To evaluate the eftect of gametocyte density on base

line mosquito infectivity, we calculated the Spearman correlation 

(r.) between gametocyte density and the proportion of infected 

111osquitoes or the mean oocyst density in mosquitoes from feed-
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TABLE 1 Transmission-blocking and -reducing activities in DMl'As conducted in Thailand and Burkina Faso" 

No. of mosquilOes
 

infected/no.
 
dissected Oocyst densily mean; median (lQR")


% Reduction in % Reduction in 
Gametocyte Control Test prevalence' P oocyst density 

Study site canier plasma plasma (95%CI) "alue' Control plasma Test plasma (95% CI)' P value' 

Thailand	 Thai 1 96/120 17/120 82.5 (72.1, 89.0) 0.003 20.1; 9 (1-30) 0.7; 0 (0-0) 96.9 (88.9, 99.2) 0.0021 
Thai2 52/60 34/60 34.8 (14.5, 50.3) 0.013 144.1; 140 (96-236) 12.9; 2 lO-l4) 91.8 (66.5,98.0) 0.0097 
Thai 3 74/120 17/l20 ï7.4 (59.2,87.5) 0.00.1 2.6; 2 (ü-4) 0.3; 0 (0-0) 91.2 (56.9,98.2) 0.0190 
Thai4 51/60 48/60 5.6 (- 20.5,26.0) 0.512 149.3; 112 (8-246) 97.2; 58 (5-166) 33.8 (-67.1,73.8) 0.2827 
Thai 5 79/84 63/66 ~1.1 (-15.1, 11.2) 0.772 222.9; 162 (49-345) 70.0; 53 (22-120) 71.0 (-21.7,93.1) 0.0743 

Burkina Faso	 BF 1 53/63 53/73 14.9 (-7.6,32.7) 0.125 33.4; 28 (6-49) 6.3; 4 (0-9) 80.6 (58.5, 91.0) 0.0059 
BF 2 45/47 93/109 10.5 (-10.4,27.51 0.181 86.4; 88 (24-133) 22.0; 16 (5-33) 73.6 (63.6,80.9) 0.0003 
BF 3 80/93 60/96 27.1 (5.2,43.9) 0.034 13.7; 13 (3-23) 3.9; 2 (0-7) 72.0 (63.9, 78.2) 0.0002 
BF 4 42/68 19/61 48.5 (1.2, 73.2) 0.047 11.4; 3 (0-16) 2.0; 0 (0-2) 80.0 (29.2, 94.4) 0.0251 

BF 5 64/82 67/104 19.2 (- JO.4, 40.8) 0.099 54.9; 22 (2-92) 6.8; 2 (0-7) 8ï.l (76.1,93.1) 0.0015 
BF 6 60/75 36/86 48.7 (31.9,61.3) 0.003 ll.l; 5 (1-14) 1.6; 0 (0-2) 84.6 (66.2, 93.0) 0.0050 

BF ï 110/132 65/130 40.1 (25.8,51.6) 0.003 14.0; 13 (2-21) 2.7; 1 (0--4) 80.9 (72.4,86.7) 0.0003 

.. The DM FAs were conducted usîng il. diru~ and A. gambiac mosquitoes in Thailand and Burkina Faso, respectÎve1y.
 
" Inler'luartile range (IQR) Îs the differencc hetween the third and the first quartiles.
 

'Percent reduction was calculated by comparing the infection prevalence or the ooc)'st cou nt in mosquitoes t"d with anti·Pfs2j test plasma and a nonimmune control plasma after
 

combining information from feeders using log transformations. for details on the estimation and calculation of the 95% confidence intervals and P values, see the statistical 
methods ~ection. 

ing ClipS using control plasma. Wc found no significant correla than-one values for both RRTB.'" and RRTRA, we find no significant 
tion between proportion of infected mosquitoes and gametocyte differences between the two sites, and the confidence intervals of 
density in the blood meal (r = 0046; 95% CI, -0.16,0.82; P = RRTRA and RRTRA rule out extreme differences. s 

0.137), but there appears to be a strong positive correlation be The l11eta-regression methodology al10ws us to adjust for cf
tween the mean oocyst density in mosquitoes and gametocyte fects of gametocyte density on RRs by adding a log gametocyte 
dcnsity (r = 0.88; 95% CI, 0.62, 0.97; P = 0.0002). density term to the !inear l1leta-regression model. The adjusted 

We observed significant reductions in oocyst density in 10 of RRTRA (RRTRA[adj] = 1.87; 95% CI, 0.57, 6.13; P = 0.26) shows 
12 feeding assays for 11l0squitoes fcd with gametocyte-containing no significant country effect, whereas the gametocyte-adjusted 
blood mixed with anti-pfs25 plasma compared to mosquitoes fed RRTRA (RRTRA[adj] = 2.21; 95% CI, 1.16,4.20; P = 0.021) does 
on the same infectious blood mixed with control sera (Table 1 and 
Fig. 1). The gametocyte density in the blood meal, howevcr, did 
not strongly impact the l'RA (1'5 = -0.18; 95% CI, -0.68,0044; 

100 
P = 0.58), as the mean oocyst density in the controls was used to 

s 

tstandardize the l'RA. The activity may also be measured by l'BA: 
inhibition of11l0squito infection (prcvalence). Wc observed a sig ë 80 

nificant correlation between l'RA and TBA by anti-pfs25 plasma § 1 1 
(rs = 0.76; 95% CI, 0.32, 0.93; P = 0.0045). However, there were 10 

~ 
fewer significant l'BA events, with only 7 of 12 cases significantly 8 60 

c: 
blocking infection (Table 1 and Fig. 2). This lack of significance '" '" smay be duc to the high oocyst density in the infection control 

40g
typically observed in these assays (19) (Fig. 2). :ë 

Meta-regression analysis was conducted to de termine whether :ë 
.!: 

TBAs and l'RAs, as measured by inhibition of infection prevalcnce 20~ 
and oocyst density, respectively, determined in Thailand and <l. '" " THAl
Burkina Faso are comparable. The average l'BAs were 51.2% ~ 
(95% CI, 15.8%, 71.8%) for Thailand and 31.0% (95% CI, 0 

-904%,56.5%) for Burkina Faso, whereas the average 'l'RAs were 
estimated as 86.1 % (95% CI, 68.6%, 93.8%) for Thailand and 1 

NM""'I.Of,/) NM'O;fl/)(O,....rJ) 

80.3')-h (95% CI, 64.1 %,89.2%) for Burkina Faso. Percent inhibi ra~ï;; «;fti~u..u..I.LLLLLI.LLL~ 
~ ~ ~ ~ ~ ê ~ ~ ~ ~ m m m ê 

tion was calculated as 100 X (1 - R), with R being the ratio of test < < 
to control. The ratio of the ratios (RR) was used to compare the ~ ~ 
two countries ((RR = R (Burkina Faso )/R (Thailand)). A value of 

~ ~ 

FIG 1 TRA measured as percent reduction on mean oocyst density. for eachRR close to 1would mean that the two countries have comparable 
subject, we gi\'e the estimate and the 95% confidence interva!. The meta· 

effects. Wc estimate the RRTBA to be lAI (95% CI, 0.69, 2.89) and analysis columns represent the overall estimate from that country with the 
the RRTRA to be lAI (95% CI, 0.51, 3.88). Despite the higher- 95% confidence interval calculated by meta-regression. 
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FIG 2 TBA measured as percent reduction on infection prevalence, For each 

subject, we give the estimate and the 95% confidence intervaL The meta

anaIysis columns represent the overaIl estimate from that country with the 

95% confidence interval calculated by meta-regression, 

show a significant country effcct, indicating that DMFA parame
ters other than gametocyte density may contribute to the 'l'BA 
readout. 

pfs25 protein is highly conserved among field isolates with 
independent genetic backgrounds. The recombinant Pfs25 in the 
Pfs25/lSA51 vaccine was manufactured based on the sequence of 
isolate NF54 of P. falciparum clone 3D7. We genotyped parasites 
from gametocyte carriers involved in the study by using 7 micro
satellite markers and sequenced the Pfs25 genes in these parasites 
and additional samples. 

Gcnotyping was conductcd using DNA from human blood 
samples containing both sexual and asexual blood-stage parasites, 

The number of alleles detected by microsatellite markers allowed 
us to estimate the genetic diversity among the parasite population 
in the patients. Parasite isolates from 4 of 5 Thai carriers revealed 
only one aUde for each of the 7 microsatellite markers, whereas 2 
alleles were detected for 1 microsatellite in parasites from the fifth 
carrier (Table 2), The microsatellite haplotypes identified in the 
individual Thai carriers were different, indicating that while car
riers from Thailand were infected with one or two parasites, each 
was infected with a different isolate. In Burkina Faso, however, 
parasite genetic diversity was much greater. The 7 Burkina Faso 
gametocyte carriers showed evidencc of multiple infections, with 
2 to 9 different haplotypes detected per donor; at least 42 distinct 
genotypes or clones were present within this group (Table 2), 

Despite the highly divergent genetic backgrounds of parasites 
among the carriers from the 2 countries, Pfs25 sequences revealed 
a very low level ofdiversity. Among the Thai isolates, one nonsyn
onymous mutation was observed compared to the previously 
published NF54 isolate (8), This mutation observed in the blood 
donor identified as Thai 3 has previously been detected in other 
geographical areas (http://plasmodb.orgl) and results in a glycine
to-alanine substitution. No synonymous polymorphisms were 
detected among the Thai isolates. In Burkina Faso, no polymor
phism, synonymous or nonsynonymous, compared to the NF54 
isolate was detected in the Pfs25 gene among ail 7 gametocyte 
carriers and 29 additional parasite carriers. 

Interestingly, the Pfs25 gene sequence of the donor with the 
lowest 'l'BA (Thai 4) was identical to that in NF54. Conversely, the 
antisera of the donor with the Pfs25 gene substitution for alanine 
(Thai 3) had highly significant 'l'BA (P.rBA = 0.003 and PTRA = 

0.019). These results from our study suggest that sequence poly
morphism may have little impact on efficacy of recombinant 
Pfs25 vaccines based on sequences in the NF54 isolate. 

DISCUSSION 

Previously, Arakawa and colleagues demonstrated effective trans
mission-blocking activity against field isolates using anti-pfs25 
sera raised in rodenl~ (20). Similarly, in a pilot study, we observed 
that pooled rabbit sera from animais immunized with Pfs25/Mon-

TABLE 2 P. falciparu7l1 microsatellite allele sizes in hlood samples From gametocyte carriers 

AUde ~Ize (batle pairs) of mÎcrosatcllite marker'" 
Gametocyte Haplotype 

Study"ite carrîer R5~15 Cl4M17 Cm,,163 R5MI24 RMI7 C1M67 CIM4 no.<l 

Thailand Thai 1 221 174 192 220 13J 200 189 

Thai 2 226 203 202 J89 131 209 214 

Thai 3 214 186 201 1ï7 127 207 200 

Thai4 ND" J96 381 152 132 205 184 

Tbai 5 230 167/163 240 171 128 199 205 

Burkina Faso llF 1 192/204/207 18011921202 19l/212/2l7 15911 71/200/2 Il /220 131/1361.18151 1891193/205 17811 851189 
21 J/224/230 226/253 226/239/247/26 J 

Ill' 2 183/192/l07 180/184/194 1971208/215 183/200/2071213/220 131/142144 
211/217/230 20512 15/226 2321247 

RF 3 211/2171220 1821194/202 203/220 177/189/200/2111232 131/138144 
227/23ï 247/260 

IlF 4 1981204/217 17811861190 199/203/2l 6 194/207/213/220/232 138/142147 
2201200 207/215 223/272 

BF 5 207/224 228 219 200/211 131/143 

RH 2 11/220/224 23.1 1801192 219 194/200/213/220/226 1311138 
RF 7 1921204/211 180/192/207213 206/215 177/183/188/194/211 130/144 

217/220/224 239/260 

"Number of detecled parasite haplotypes in the human blood donor, according to the maximal number of alleles observed. 
/, ND. nul dcLcclcd. 

Multiple al1e1es in l11ixed infection are separ.:ltcd by slashes. 
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tanide ISA51 inhibited parasites from a Thai malaria patient with 

a single Pfs25 haplotype idcntical to the 307 strain (data not 

shown). This article is the tirst report that human anti-pfs25 sera 

can confer transmission-blocking activity in a DMFA against field 

parasites responsible for local transmission. It supports our hy

pothesis that Pfs25 vaccines based on the NF54 isolate sequence 

can inducc strain-transcending immunity. The limited polymor

phism of Pfs25 may be central to strain-transcending immunity 

and may facHitate development of a Pfs25-based transmission

blocking vaccine. We recognize that this proof of concept was 

based on a single human serum with a relatively high anti-pfs25 

titer and that the observation needs to be confirmed with immune 

sera from future vaccine trials. 

1'0 minimize assay variability between two sites, we hanno

nized the DMFA SOPs for blood processing, feeder setup, feed 

duration, and temperature, whHe gametocyte carrier recruitment 

(patil'1lts in Thai clinics versus asymptomatic Burkina Faso vol

unteers), hematocrit in blood meaJ, and mosquito species were 

adapted to local conditions. Our results demonstrated similar an

ti-Pfs25 serum transmission-reducing and/or transmission

blocking activity against local mosquito vectors in both sites. 

We observed strong efficacy of the anti -Pfs25 plasma in re

ducing oocyst intensity (mean TRAs were above 80% in both 

Thailand and Burkina Faso) and a more limited blocking ac

tivity (mean l'BAs were 31 % and 5 1.2 (Yc, in Thailand and 

Burkina Faso, respectively). The same plasma had been tested 

in SM FA in the United States and had demonstrated 68 to 83% 

l'RA (3). Further analyses of the same data sets revealed lower 

l'BAs (0 to Il %) in multiple assays, with mean oocyst densities 

of 5.1 to 52.1 in control mosquitoes fed with an autologous 

preimmune serum (Y. Wu, unpublished data). The l'RA and 

l'BA results of DMFAs in Burkina Faso and Thailand seem 

comparable to those ofSMFAs in the United States. We there

fore observed similar efticacies of the anti -Pfs25 plasma against 

cultured and field parasites. 

Il was anticipated that the anti-pfs25 plasma would show a 

lower effect on mosquito infection prevalenec (l'BA) than on 

oocyst density (l'RA) in these assays. As reecntly highlighted by 

Churcher and colleagues, variation in oocyst density associated 

with little or no change in prevalence occurs at high levels of in

fection, with high infection prevalence and high oocyst density. 

This is due to the rc!ationship between prevalencc and oocyst 

density, in which infection prevalence reaches a plateau close to 

100% when oocyst density is high (19). Consequently, l'BA is 

more dependent on control infection intensity than TRA, and a 

higher l'BA may be observed when mosquitoes are fed on blood 

meals with lower infectious gametocyte densities. In the present 

study, oocyst densities in the control groups were high as defined 

by Churcher and colleagues (19), probably as a result of selecting 

volunteer blood donors with higher gametocyte densities, whereas 

in natural settings, wild mosquito vectors may be infected by ga

metocyte carriers at a submicroscopic detection levc! (21). ActuaI 

exposure of mosquitoes to P. falciparum in natural settings re

mains poody documented (22, 23). Studies to characterize the 

parasite intensity in naturally infected malaria vectors and subse

quent transmissibility to human populations could potentially fill 

a major gap ofknowledge for evaluating TBV candidates at rele

vant infection levels. 
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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Article history: The standard membrane feeding assay (SMFA) is currently considered to be the 'gold standard' for assess
Received 2 July 2012 ing the effectiveness of malaria transmission blocking interventions (TBls) in vivo. The operation and 
Received in revised fom1 13 September 2012 analysis of SMFAs has varied between laboratories: field scientists often measure TBI efficacy as a reduc
Accepted 17 September 2012 tion in the prevalence of infected mosquitoes whilst laboratory scientists are more likely to quote efticacy 
Available online 27 September 2012 

as a change in the number of oocysts within the mosquito. These metrics give outputs that differ widely, 
resulting in a need for greater understanding of how the SMFA informs TBI assessment. Using data from 

Keywords: 536 different assays (conducted on Plasmodium falciparum and Plasmodium berghei. in either Anopheles
Malaria 

gambiae or Anopheles stephensi) it is shown that the relationship between these me trics is complex, yet 
Mosquito 

predictable. Results demonstrate that the distribution of oocysts between mosquitoes is highly aggreStandard Membrane Feeding Assay 
Transmission gated, making efficacy estimates based on reductions in intensity highly uncertain. Analysis of 30 SMFAs 
Plasmodium carried out on the same TBI confirms that the observed reduction in prevalence depends upon the para
Oocyst site exposure (as measured by oocyst intensity in the control group), with assays which have lower expo

sure appearing more effective. By contrast. if efficacy is estimated as a reduction in oocyst intensity, then 
this candidate demonstrated constant efticacy, irrespective of the exposure level. To report transmission
blockade efticacy accurately, the results of SMFAs should give both the prevalence and intensity of 
oocysts in both the control and intervention group. Candidates should be assessed against a range ofpar
asite exposures to allow laboratory results to be extrapolated to different field situations. Currently, many 
studies assessing TBIs are underpowered and uncertainties in efticacy estimates rarely reported. Statisti
cal techniques that account for oocyst over-dispersion can reduce the number of mosquitoes that need to 
be dissected and allow TBI candidates from different laboratories to be accurately compared. 

© 2012 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. Ali rights reserved. 

1. Introduction wide range of highly effective transmission blocking (TB) drugs and 
vaccines have been developed in the laboratory and these candi

The intolerable health and economic burdens imposed by dates now need to be selected and prioritised 10 transfer the best 
malaria have prompted an ambitious expansion of malaria control of these new 100is to the field. This will require a standard method 
activities, recently including local elimination and future eradica by which to assess the effectiveness ofTBls that will al10w results 
tion as key objectives (Alonso et al., 2011 ). A key component of this from different laboratories to be compared directly. 
endeavour is now recognised to be the interruption of transmission The Standard Membrane Feeding Assay (SMFA) was developed 
of the parasites through the mosquito vector (Smith et al.. 2011), from an experimental laboratory protocol devised to study 
thereby reducing the number of secondary infections (Shaukat transmission of malaria parasites to their vectors (Boyd. 1949; 
et al., 2010). The efficacy of newly developed transmission blocking Ponnudurai et al., 1987), The presence/number of oocysts is used 
interventions (TBIs) needs to be accurately assessed; for example a to report the success of infection, although it was quickly appreci

ated that the production of oocysts did not necessarily correlate 
with the successful transmission of the parasite from vector to ver

* Corresponding author. Tel.: +44 207 594 3265; fax: +44 2074023927. tebrate host (Boyd, 1949). In the 1970-80's the SMFA gained 
E-mail address:thomas.cl1Urcher@imperial.ac.uk (T.S. Churcher). acceptance as a useful and standard method to determine, 

1 Contribuled equally to this work. 
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in vivo, the impact ofTB antibodies targeting gametes and ookine
tes, for which reporting oocyst production was the most direct 
readout. The ability to make multiple identical replicates with or 
without the intervention and to infect replicate groups of vectors 
in vivo was key to this application. and the assay rapidly acquired 
the accolade 'gold standard'. In this assay, potentiaI TBI candidates 
are mixed with infectious gametocytes and fed to mosquitoes 
which are then dissected after a fixed time interval to determine 
how efficiently oocysts have developed on the midgut. Although 
this method is widely used across different laboratories, results 
are reported in different and often conflicting formats. Studies 
may report (i) the reduction in the proportion of infected mosqui
toes (here defined as oocyst prevalence, Medley et al.. 1993) or (ii) 
the reduction in the mean number of oocysts (here defined as 
oocyst intensity, see Medley et al., 1993). Experiments on TBIs have 
focused on the changes in the numbers of parasites in a mosquito 
as this is deemed the more discriminatory of the two metrics. 
Despite these two metrics being clearly related (Billingsley et al., 
1994), the efficacy of an intervention will be described differently 
depending on which of the two measurements are used. This 
uncertainty in presentation reflects the deeper lack of understand
ing of how malaria transmission and the properties of mosquito 
infection are measured. Field malariologists tend to report malaria 
transmission as the Entomologicallnoculation Rate (EIR), which is 
the number of potentially infectious bites received per person per 
time unit, in which a mosquito is deemed infectious if they have 
salivary gland sporozoites, regardless of their number (Smith 
et al., 2005). The apparent dichotomy between assay readouts 
needs to be resolved if appropriate decisions about which potential 
TBls to take forward into field trials are to be made. 

To allow different TBI candidates to be compared fully in the 
SMFA it is essential to understand the uncertainty around point 
estimates, an issue that is rarely discussed in the scientific Iitera
ture. Transmission 'blockade' is conventionally measured by the 
change (fall or rise) in oocyst prevalence/intensity, induced by 
the intervention, by comparison with an appropria te, control rep
Iicate. The results are expressed as: 

C-E
Efficacy = -C- x 100 (1 ) 

where Cis the mean prevalence/intensity in the control group and E 
is the mean prevalence/intensity in the intervention group (Lensen 
et al., 1999; Blagborough et al., 2012). The assay is repeated a num
ber of times (typically three to five paired comparisons) and the 
mean efficacy reported. Results show here, that the accuracy of a re
suIt can vary dramatically depending on the number of mosquitoes 
dissected in both the control and intervention groups, and the num
ber of replicate feeds carried out. 

Perhaps the biggest practical drawback of the SMFA is the cost 
of the assay. Dissection of mosquito midguts and enumeration of 
oocysts. particularly when working with human pathogens, im
poses exceptionally high manpower. time and infrastructure costs. 
Consequent financial and/or practical pressures lead many to re
duce the number of feeds and mosquitoes dissected to a 'useful' 
minimum. The number of feeds conducted and mosquitoes dis
sected varies substantially between laboratories and power calcu
lations are rarely determined, making comparison of different 
candidates even within the same laboratory potentially imprecise. 
An early critique of the assay used bootstrapping methodology to 
examine factors that influenced the reproducibility of the method 
and concluded that a study comparing oocyst intensity must have 
a control group oocyst mean intensity of ;,,35 (van der KolI< et al., 
2005). Although this might be desirable in sorne cases, in reality 
oocyst counts in the control group are often significantly lower 
than this, and the results deemed to be less 'valuable'. As a result, 
more generalisable guidelines are required. 

Using data from 536 SMFA studies on both Plasmodiumfaldpa
rum and Plasmodium berghei in Anopheles gambiae or Anopheles 
stephensi, the underlying relationship between oocyst prevalence 
and intensity is re-examined. It is shown how this relationship 
explains why the same TBI candidate may give very different 
estimates of TBI efficacy under different experimental conditions, 
discuss the consequent operational constraints of the SMFA, and 
suggest an improved method of interpreting the data. 

2. Materials and methods 

2.1. Parasites and mosquitoes 

General parasite maintenance was carried out as described pre
viously (Sinden, 2002; Blagborough et al.. 2012). Plasmodium berg
hei strains ANKA 2.34. PbGFPCON 259c12 Uanse et al.. 2006), or 
PbGFPCON 507c11, were maintained in 4-10week old female 
Tuck's Ordinary (TO) or COl mice (Harlan, UK) by seriaI mechanical 
passage (up to a maximum of eight passages). Hyper-reticulocyto
sis was induced 2-3 days before infection with 200,.!! Lp. phen
ylhydrazinium chloride (PH; 6 mg/ml in PBS; ProLabo, UK). Mice 
were then infected i.p. with 108 P. berghei-infected mouse blood 
cells and infections monitored with Giemsa-stained tail blood 
smears (Sinden, 2002). Plasmodium falciparum strains 307 and 
NF54 were maintained in asynchronous culture as described previ
ously (lfediba and Vanderberg, 1981; Graves et al., 1984). Anophe
les stephensi mosquito strain SDA 500 and A. gambiae strains 
N'Gousso and G3 were produced as described previously (Sinden. 
2002), and maintained on fructose (8% (w/v) fructose. 0.05% (w/ 
v) p-aminobenzoic acid). 

2.2. The Standard Membrane Feeding Assay 

2.2.1. Plasmodium berghei 
Batches of Anopheles housed in pots at 19 oC were starved for 

24 h and then fed on heparinised P. berghei-infected blood using 
standard membrane feeding methods (Sinden. 1996). Briefly, in
fected mice were exsanguinated into heparinised syringes. Hepa
rinised blood was then added to tubes (at 37 oC) containing the 
antibody or drug under investigation with appropriate controls 
(Normal/pre-immune serum with or without the drug (solvent 
only)). These mixed preparations were offered through Parafilm~ 

membranes on feeders at 37 oC to replicate pots of 50-200 female 
mosquitoes obtained from the same generation/cohort. Twenty
four hours after feeding, mosquitoes were briefly anesthetised with 
CO2 and unfed mosquitoes were removed. Mosquitoes were then 
maintained at 19-22 oC and 50-8m; relative humidity. Recognising 
that midgut oocyst numbers vary over time (Dawes et al., 2009b,) 
midguts were dissected only on day 10 post-feeding. Mosquito 
midguts were dissected and cohort size, infection prevalence and 
the mean number of oocysts on the midgut (intensity), were mea
sured for each pot ofmosquitoes (Sinden, 1996; Blagborough et al., 
2012). 

2.2.2. Plasmodium faldparum 
Mature gametocytes of P. faldparum (307 and NF54) were pro

duced in vitro as described previously (Ifediba and Vanderberg, 
1981; Graves et al., 1984). Briefly, mature gametocyte cultures 
(0.015-0.4% final gametocytaemia) were fed for 30 min at 37 oC 
to mosquitoes through a Parafilm~ membrane. Engorged mosqui
toes were housed in pots at 28 oC and 60-80% relative humidity. 
On days 8-10, midguts were dissected and the results analysed 
as in Section 2.2.1. 
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2.3. Mathematical analysis 

A summary of the data used is given in 5upplementary Table 51. 
The number of oocysts in a mosquito is highly over-dispersed 
(aggregated relative to the normal distribution) so here the statis
tical analysis was carried out using data from individual dissected 
mosquitoes (as opposed to mean oocyst estimates which is shown 
to be highly uncertain at low sam pie sizes). Among the 536 exper
iments analysed, individual mosquito count data were available for 
189 different experimental feeds, in which a total of 9,119 mosqui
toes were dissected (5upplementary Table 52). The relationship 
between oocyst prevalence and intensity was estimated by extend
ing the methods of Medley et al. (1993) which fit a relationship 
between the mean parasite intensity and parasite prevalence using 
a binomial distribution. To fully capture the uncertainty in oocyst 
estimates, a full negative binomial distribution is used to allow 
the number of oocysts in infected mosquitoes to influence the dis
tribution. To account for the abundance of uninfected mosquitoes 
seen, a zero-inflated negative binomial distribution was also 
tested. A range of different functional forms are used to describe 
how k (an inverse measure of aggregation; see Eq. (1) of Medley 
et al., 1993) changes with oocyst intensity. The most parsimonious 
models were chosen using the likelihood ratio test. 

Estimates of the number of mosquitoes that need to be dis
sected (power calculations) were generated by sampling from the 
best fit distribution and functions according to the stated sample 
size and using the results from Eq. (1) (with simulations run a 
10,000 times to generate 95% confidence intervals). 5tatistics were 
further refined using generalised linear mixed models (GLMMs), 
with binomial error structure for prevalence data and zero-inflated 
negative binomial for intensity data (Bolker et al., 2009). The 
uncertainty around point estimates was caJculated by bootstrap
ping (for both mosquitoes and experimental feeds when estimates 
involving multiple assays were required). 

3. Results 

3.1. The refationship between oocyst prevalence and intensity 

The results of 536 TBI assays on 132 different TBI candidates are 
shown in Fig. 1. This graph suggests that interventions can have 
widely different combinations of reported abilities to reduce 00

cyst prevalence and intensity. 5uperficial viewing might suggest 
that for both P. falciparum and P. berghei a substantial reduction 
in intensity (~70%), may be required before a noticeable (~1 0%) 
impact upon prevalence is achieved. However, further analysis 
suggests that this is not the case (see below). 

The relationship between oocyst prevalence and intensity is 
shown in Fig. 2A. For what is believed to be the first time, these 
data show that the same relationship holds in both the control 
and the experimental groups. Fitting separate curves ta the control 
and experimental groups does not significantly improve the fit of 
the model (likelihood ratio test P value = 0.060; see 5upplementary 
Fig. 51). This suggests that if an intervention reduces oocyst inten
sity then the reduction seen in prevaJence is entirely predicted by 
the course of the black line plotted in Fig. 2A. The shape of the best 
fit relationship can then be used to show what reduction in preva
lence is expected for a given reduction in intensity in experiments 
in which the control intensity ranges from one to 100 oocysts 
(Fig. 2B), i.e. in an individual 5MFA assay, if the control group has 
a mean oocyst intensity of 100 then one would only expect to 
see a reduction in oocyst prevalence of 20% from a TBI which re
duced oocyst intensity by 90% (Fig. 2B). Upon closer inspection of 
Fig. 1 this can also be seen in the larger dataset of 536 paired 
experiments. Darker points signifying higher oocyst densities in 
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Fig. 1. Results of 536 Standard Membrane Feeding Assays (SMFAs) used ta assess 
the etTectiveness of 132 ditTerent transmission blocking intervention (TBI) candi
date drugs and sera. Each point represents the efficacy of a single paired experiment 
as estimated using Eq. (1) (using the arithmetic mean). The colour of the point 
represents the parasite species used. be it Plasmodium falciparum (blue) or 
Plasmodium berghei (green) whilst the depth of the colour renecrs the parasite 
exposure (darker shading renecting higher mean intensity in the control group). 
The size of the point is relative to the number of mosquitoes dissected in each 
paired experiment whilst the shape of the point denotes the species of vector used. 
either Anopheles gambiae (square) or Anopheles stephensi (circle). Negative points on 
either axis indicate estima tes where the TBI candidate appeared to increase either 
oocyst prevalence or intensity, although whether this is due ta transmiS5ion 
enhancement or measurement error associated with the assay cannot be deter
mined. (For interpretation of the reCerences to colour in this figure legend, the 
reader is referred to the web version of this article.) 

the control group are more likely to be to the right of the x-axis, 
showing the strongly non-Iinear relationship between blockade 
of prevalence and blockade of intensity. The majority of data points 
c1early suggest a highly non-linear relationship between the reduc
tion in prevalence and the reduction in intensity. This will be exac
erbated by the current assumption that high control oocyst 
numbers equate to a 'successful' experiment within the majority 
of laboratory studies (Fig. 2B). 

Whilst recognising that the majority of the P. falciparum data 
examined were gathered in different laboratories to the P. berghei 
data, it is interesting to note that the prevalence-intensity relation
ship appears relatively consistent between both parasite and vec
tor combinations (Fig. 2A). Nevertheless statistical analysis shows 
that fitting different curves (5upplementary Fig. 52) to the different 
parasite species separately significantly improves the fit of the 
models (P < 0.001). Further analysis comparing data from P.falcipa
rum and P. berghei from the same laboratory is needed to verify this 
result, although for the purposes of this study a single curve fitted 
to the whole dataset is used as it will make relatively Iittle practical 
difference ta power calculations. Laboratories may wish to im
prove their power estimates by fitting their own parasite-vector 
combination-specific prevalence-intensity relationships. 

3.2. The aggregated distributiDn Df DDcysts 

Medley et al. (1993) originally highlighted that the number of 
oocysts in each mosquito is far from normally distributed. They 
demonstrated that there are significantly more uninfected mosqui
toes for a given mean oocyst intensity than you would expect with 
a Poisson (normal) distribution. This report goes further and 
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examines the overall distribution of parasites in infected mosqui
toes and the number of uninfected mosquitoes observed. Results 
indicate that the degree of oocyst aggregation (over-dispersion) 
is even greater than previously described. Using a zero-inflated 
negative binomial distribution (Log-likelihood: -21686) instead 
of a normal negative binomial distribution (Log-likelihood: 
-21846; as used by Medley et al., 1993) significantly improved 
the fit of the best-fit model (P < 0.001). Across the whole dataset. 
79% of oocysts were found injust 10% of ail mosquitoes. The degree 
of oocyst aggregation (as measured by the variance to mean ratio) 
increases with increasing infection intensity (see 5upplementary 
Fig. 53). This aggregation can substantially increase the uncertainty 
around study results, particularly in 5MFAs with high parasite 
exposure. 

3.3. Understanding the uncertainty around estimates generated using 
the current method of analysis 

3.3.1. Number of mosquitoes disseeted 
Parasite aggregation mal<es estimates of oocyst intensity highly 

uncertain. This uncertainty is exacerbated when a relatively small 
number of mosquitoes are dissected. This is illustrated in Fig. 3A 
which is parameterised using the results of the model fitted in 
Fig. 2A and described in 5upplementary Data 51. If only 20 mosqui
toes were dissected, then a mean oocyst intensity of20 wou/d have 
95% confidence interval estimates that ranged from ~ lOto ~50. A 
worked interpretation and practical application of these findings is 
described within 5upplementary Data 52. Dividing one uncertain 
result by another uncertain result (as done in Eq. 1) generates 
highly uncertain estimates ofTBI efficacy. The uncertainty is worse 
if there is a low intensity of oocysts in the control group (i.e. low 
parasite exposure in the absence of a TBI), as small absolute 
changes in the denominator can have a big effect on the overall 
estimate of efficacy. This is illustrated in Fig. 3B for an intervention 
with a true efficacy of 80%. If, as commonly practised, 20 mosqui

toes are dissected in both the control and the intervention group, 
the 95% confidence intervals for the efficacy could range between 
-10% (enhancement) to 100% depending on the oocyst intensity 
in the control group. Even if the control group had a mean oocyst 
intensity of 50, the confidence intervals would still be relatively 
large (~50% to ~95%). To have relative confidence in the precision 
of the efficacy estimates will require large numbers of mosquitoes 
to be dissected (Fig. 3e). There is considerably more certainty in 
the efficacy estimates of highly effective interventions because 
the degree of aggregation decreases with mean oocyst intensity. 
This means that interventions with a lower efficacy will typically 
show greater variability in the efficacy observed when using the 
5MFA. 5imilar uncertain predictions were generated for efficacy 
estimates that rely on prevalence (Fig. 3D and E). The same prob
lems arise when using Eq. (1), ma king 5MFA results highly 
uncertain. 

3.3.2. Number of experimental feeds 
Decisions about potential TBIs are currently being made using 

relatively small numbers of experimentaI replicates (often as low 
as one). The results of 30 different paired assays using the same 
TBI candidate (anti Pbs28 monoclonal antibody (mAb) 13.1) are 
shown in Fig. 4A and B. There is considerable variation in assay 
readout, between experimental feeds which could be explained 
by heterogeneity between hosts (mice in this case), feeding appa
ratus, experimental technique or cage effects. This uncertainty in 
efficacy should be taken into consideration when designing exper
iments but also in the statistical analysis. Mosquitoes from the 
same cage will not be statistically independent as they are more 
Iikely to have similar levels of infection than mosquitoes fed and 
reared for a replicate experiment. An example of this "cage effect" 
could be the degree with which the para film is stretched over the 
feeding device as that might influence mosquito infectivity for ail 
mosquitoes within that experimental feed, or the microbiota pres
ent in the gut of mosquitoes reared in a single cohort. 5tudies 



Fig. 3. Indications of the uncertainties in efficacy estimates generated by 30 repeat Standard Membrane Feeding Assays (SMFAs) conducted on the sa me transmission 
blocking intervention (TBI) candidate in the same laboratory using the standard method. Efficacy is measured as either a redunion in the mean number of Plasmodium berghei 
ooeysts developing within Anopheles stephensi (A-C) or oocyst prevalence (D-F). (A) and (0) show the range of ooeyst intensity estimates that cou Id be observed for a given 
true oocyst intensity according to the number of mosquitoes dissected, be itl0 (orange), 20 (yellow), 30 (green), 50 (light blue), 100 (dark blue). 200 (purple). (B) and (E) 
show the range of efficacies that could be generated by a TBI candidate with a true efficaey of BO% (denoted by the black dashed line). Shaded colours represent different 
sampie sizes (as above). (C) and (F) show the minimum number of mosquitoes that need to be dissected to ensure that reported efficaey is within 10% of the true efficaey. If 
the number of mosquitoes required is >SOO then a value of 500 is given. Ali figures show 95% confidence interval estimates. (For interpretation of the references to colour in 
this figure legend. the reader is referred to the web version of this article.) 
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which fail to account for this variability risk describing inaccurate 
TBI efficacies and, subsequently, differences between different TBI 
candidates when they do not exist. Ideally multiple feeders and 
cages should be used for each feed and it is suggested the results 
be analysed using GLMMs. This multi-Ievel analysis allows a single 
estimate of the TBI efficacy to be estimated (the fixed effect) whilst 
allowing the level of infection in the different assays (Le. using dif
ferent sources of blood, feeders or cages) to vary at random (the 
random effect, see Bolker et al., 2009). GLMMs can allow the error 
structure of the data to be described by a variety of different statis
tical distributions. This is particularly appealing when dealing with 
intensity data since it will reduce the variability associated with 
the overdispersed data. These models also allow the overall esti
mate to be weighted by the certainty in the individual feeding esti
mates (determined by the number of mosquitoes dissected), 
something which is ignored using the current standard method. 
The advantages of using a GLMM as opposed to Eq. (1) are illus
trated in Fig. 4C (in comparison with Fig. 3F). Using the GLMM esti
mates of efficacy are higher for both oocyst prevalence (54.0% 
versus 55.5%) and intensity (91.5% versus 84.3%), and for the later 
the 95% confidence region is reduced by 43%. 

Thedata in Fig. 4also illustrates how the efficacy ofaTBI candidate, 
calculated by reductions in oocyst prevalence, decreases the higher 
the oocyst intensity in the control group (Fig. 4B).lnterestingly, ifeffi
cacy is estimated as changes in oocyst intensity then the candidate 
has approximately the sameefficacy irrespective of the oocyst inten
sity in the control group (Fig. 4A) - this can be shown statistically by 
including control oocyst intensity as a covariate in the GLMM; 
reported efficacy was significantly lower in experiments with 
control group intensities of >100 (Fig. 4B), where efficacy was 
reported by reduction in infection prevalence (P < 0.001) but not in 
Fig. 4A, where efficacy was reported by reduction in infection inten
sity (P = 0.11). 

4. Discussion 

Recognising the central importance of developing effective TBls 
to achieving the recently rediscovered objectives of local elimina
tion and global eradication of malaria, and the established current 
central role of the SMFA in evaluating such interventions, the tech
nique has been re-analysed using a substantial body of data gath
ered by this method on both model rodent (P. berghei) and human 
malaria (P. faldparum). Results show that: (i) reductions in oocyst 
prevalence and intensity follow predictable relationships, (ii) a sin
gle TBI investigated in great detail (anti Pbs28 mAb 13.1) appears, 
on average, to be equally effective irrespective of the number of 
parasites ingested within the range tested, (iii) it is suggested that 
previously published TBI efficacy estima tes are highly uncertain 
due to aggregation of infections in mosquito cohorts and small 
sample sizes, (iv) different statistical techniques should be used 
to refine efficacy estimates and optimise power calculations, and 
(v) it is strongly recommend that for every SMFA carried out 
authors should report changes in oocyst prevalence and intensity 
together with the mean control oocyst number and the number 
of mosquitoes dissected. These points shall be discussed in turn 
in relation to sorne of the technical questions challenging TBI 
assessment. 

Currently the efficacy of transmission blocking vaccines (Carter, 
2001), drugs (Delves et al., 2012) and other interventions 
(Cirimotich et al., 2011) are most commonly estimated as a reduc
tion in oocyst prevalence, oocyst intensity or both. Simply giving 
point estimates of efficacy fails to understand that these results, 
and their associated uncertainty, will depend on the specific 
variables of the experiment from which they were derived. Key 
variables that are rarely made explicit include the fact that blockade 

was achieved at a particular intensity of exposure (as measured by 
the mean oocyst number in the control group), and with an accu
racy determined by the number of experimental infections and 
the number of mosquitoes dissected in each experiment. This paper 
has outlined how these variables have a substantial and predictable 
impact upon the results reported. 

It could be argued that the prevalence of mosquito infection is 
more important in epidemiological terms than intensity.lt is there
fore tempting to estimate TBI efficacy as a reduction in oocyst prev
alence since detecting significant changes in the number of 
infected/uninfected is not complicated by highly infected mosqui
toes. This method has the advantage in that it is quicker (a micros
copist does not need to count oocysts, just detect their presencel 
absence) and is easily mechanised using oocyst-specific markers 
(e.g. P. berghei PbGFPCON 259cl2 (Vlachou et al., 2004), which pro
duces ookinetes and oocysts expressing GFP in vivo). However, 
using oocyst prevalence alone as a measure for efficacy has a num
ber of pitfalls. Firstly evidence indicates that the reduction in the 
number of infected mosquitoes will depend on the parasite 
exposure, with it being much easier to show reductions in oocyst 
prevalence if there is a low or intermediate «50%) oocyst preva
lence in the control group. Secondly, in highly infected mosquitoes 
small changes in oocyst prevalence can mask large differences in 
oocyst intensity. This can be seen in Fig. 2A where increasing the 
oocyst prevalence from 90% to 95% would increase oocyst intensity 
by more than 2.5-fold (from a mean of 87-230). Ultimately, inves
tigators will need ail information to assess different TBI candidates 
so that observed inhibition should be described for each pair of 
assays, citing both oocyst intensity and prevaJence, and the 
experimental constraints of sampie size and control oocyst number. 

The clear relationship between oocyst prevalence and intensity, 
and their respective reductions, will allow epidemiologists to pre
dict how effective an intervention will be at reducing both the 
number of infected bites and perhaps the number of parasites 
within these bites. This will allow the results from laboratory as
says to be extrapolated to the field, allowing scientists who use dif
ferent metrics (such as EIR) to communicate effectively. The most 
effective reduction in the prevalence of oocysts will be when the 
mean oocyst intensity in wild caught mosquitoes is at its lowest. 
This is encouraging, recognising that oocyst counts from wild 
caught mosquitoes are typically very low (Rosenberg, 2008), and 
that in the majority of malaria-infected areas of the globe, the 
EIR is reported to be less than one (Gething et al., 2010). Our ability 
to predict what impact a TBI will have in the field depends on 
whether TBI candidates have approximately the same efficacy at 
reducing oocyst intensity, irrespective of intensity of infection in 
the control group (Fig. 4A). In this study there were only sufficient 
repeat assays of a single intervention to do this statistical analysis 
once; we would therefore strongly advise other candidates to be 
tested in this thorough way (Le. using gametocyte exposures that 
generate a wide range of oocyst intensity/prevalence estimates in 
the control group). 

Over the years the SMFA has been refined to maximise trans
mission. This has been so successful that sorne laboratories can 
repeatedly achieve levels of infection with very high oocyst densi
ties, both in laboratory models (Farrance et al., 2011) and using 
field populations of human parasites (Harris et al., 2012). With 
such high control oocyst intensities, and recognising the preva
Jence/intensity relationship described in Fig. 2, it is not surprising 
that SMFAs have been used to estimate changes in oocyst intensity 
in order to evaluate TBls and understand the dynamics of the mos
Quito immune system. The ability of a TBI candidate to reduce 00

cyst prevalence has been shown to depend on parasite exposure 
(as measured by the number of oocysts in the control group, 
Fig. 4B). As shown in Fig. 2B, just because an intervention fails to 
achieve a sufficient reduction in oocyst prevalence at high parasite 
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exposures does not mean that it will not achieve this in field set
tings. To fully evaluate the effectiveness of a TBI, mosquitoes 
should be fed on hosts with a wide range of gametocyte densities 
and not just those with the highest counts. This may involve feed
ing mosquitoes on hosts with sub-microscopic gametocytemia 
(Schneider et al., 2007). 

There are a number of different reasons why the results of sep
arate SMFAs might provide different readouts for a single interven
tion. These can be broadly categorised as either 'host' effects (for 
example differences in immunological responses) or due to intra
laboratory experimental variation when performing the assay (dif
ferent conditions in the cage or feeding apparatus). Both of these 
sources of variability need to be embraced to enable different TBI 
candidates to be compared accurately. Ideally, multiple experi
mental replicates and mosquito populations should be used with 
a number of different parasite preparations and the resuits ana
lysed in a GLMM. This is potentially impractical to perform for each 
individual assay. We suggest laboratories should estimate their 
individual SMFA-variability once and use this information to adjust 
the precision of subsequent feeding experiments. Our data sug
gests that the number of oocysts in mosquitoes feeding on the 
same blood sample is best described using a zero-inflated negative 
binomial distribution. Using a statistical method (such as GLMMs) 
that takes this distribution into account when analysing oocyst 
intensity data will reduce the number of mosquitoes that need to 
be dissected in order to achieve a statistically significant result. 
To carry out this type of statistical analysis requires individual 00

cyst counts from ail dissected mosquitoes, something that has 
rarely been made available in the past once mean estimates have 
been reported. 

Swellengrebel (as reported in Boyd and Stratman-Thomas, 
1933) advocated that field studies examining malaria infections 
in mosquitoes should examine a minimum of 100 mosquitoes, 
and if at that point the estimate of mean oocyst intensity remains 
variable, that the sample size be continuously expanded until sta
ble values are reached. This commendable ideal is unfortunately 
not a practical approach to the SMFA. The number of mosquitoes 
that needs to be dissected will depend on the question under 
investigation, the certainty with which the null hypothesis is re
jected (the study's power) and the type of statistical analysis that 
will be carIied out. It will also depend on the number of experi
mental feeds to be carried out and the degree of intra-assay vari
ability (as there is no benefit in having highly precise estimates 
from a single assay if there is considerable intra-assay variability). 
This paper c1early iIIustrates that the number of mosquitoes to be 
dissected will also depend on parasite exposure. Generally, the 
higher the intensity in the control group, the fewer mosquitoes 
that need to be dissected. Should the scientific community con
tinue estimating efficacy as reductions in oocyst intensity using 
the standard method (Eq. 1), it must be acknowledged that a single 
SMFA will require >100 mosquitoes to be dissected to ensure that 
the recorded efficacy is within 10% of the true efficacy, if that effi
cacy is 80% or less (Fig. 3C). Fig. 3 can help inform this decision (a 
worked example of this is given in Supplementary Data S2). Ulti
mately no TBI efficacy estimate should be given without an expres
sion of the uncertainty around the point estimate. This can be 
simply calculated using the GLMM or generated using bootstrap
ping methodology using the traditional method (Eq. 1). 

Perhaps the most frustrating aspect of this discussion is our 
need to conclude the analysis at the point of oocyst burden. Sur
prisingly, despite extensive studies (Boyd and Stratman-Thomas, 
1933; Vaughan et al., 1992, 1999; Pumpuni et al., 1997; Beier, 
1998; Frischknecht et al., 2004; Medica and Sinnis, 2005; Zollner 
et al., 2006; Kebaier et al., 2009; Conteh et al., 2010) it is only in 
P. berghei that the relationship between oocyst number and sali
vary gland sporozoite burden has been described (Dawes et al., 

2009a), and for no species is the relationship between the gross 
salivary gland sporozoite load and the contribution of the mos
quito to overall transmission known (the mosquito to human basic 
reproduction number). This needs urgent resolution as without 
this knowledge the impact that partially effective TBls can have 
on person-to-person transmission cannot easily be assessed. 
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Abstract 

Malaria transmission is assured in Africa mainly by the species of the complex Anopheles gambiae followed by 
Anopheles tunestus. But as the malaria elimination is becoming more and more realistic, it is crucial to consider ail 
vectors involved in Plamodium transmission even though in local scale. In this prospect we perfonned this study to 
confirm ifAnopheles rufipes remains potentially able to transmit Plasmodium since fonner findings reported this species 
to be potential malaria vector in Burkina Faso toward 1960. Our data recorded one female of An. rufipes infected by a 
Plasmodium parasite at the oocyst stage suggesting that this mosquito species still remains a potential human malaria 
vector. However, future field and laboratory studies are needed to confirm An. rufipes vector competence and capacity. 

Keywords: Anopheles rufipes; Infection; Oocyst, Plasmodium 
falciparum; Vector 

Introduction 

The parasite Plasmodium falciparum is responsible for the 
majority of deaths due to malaria worldwide, particularly amongst 
children less than five years of age and pregnant women living in sub
Saharan Africa [1]. This parasite is transmitted through infected bites 
of female mosquitoes belonging to the genus Anopheles. Only few 
Anopheles species are involved in malaria parasite transmission in 
Africa. In Burkina Faso and other West African countries, Anopheles 
gambiae s.s. Giles (now confirmed as a complex of Iwo species, namely 
Anopheles coluzzii and Anopheles gambiae) [2], Anopheles arabiensis 
Patton and Anopheles funestus Giles have been associated with the 
highest entomological inoculation rates for several decades [3-6]. 
In the past, Anopheles nili was also a major malaria vector species in 
the south-western region of the country, although its population has 
decreased drastically over the Iwo latest decades due to environmental 
modification by human activity [3]. The potential epidemiological role 
of other species such as Anopheles rufipes was also demonstrated in 
the north and south-west localities of Burkina Faso by Holstein [7]. 
Despite the fact that specimens of An. rufipes were found infested 
by Plasmodium oocysts in the field several decades ago, further 
investigations induding field surveillance of malaria transmission are 
needed to better assess the potential role and implication ofthis species 
in local malaria transmission system. In 2008, during entomological 
surveys, An. rufipes mosquitoes were frequently found, in large 
numbers, at the end of the rainy season (October-November) in homes 
of the village of Soumousso. Based on this observation, we induded 
An. rufipes in the panel of major malaria vectors (An. gambiae si and 
An. funestus) from which routine infection rates were estimated. 
The overall goal of this paper is to re-evaluate whether, a couple of 
decades after the previous data, if An. rufipes remains competent for 
Plasmodium infection. 

Materials and Methods 

Sampling site 

Soumousso (11°00'46"N, 4°02'45"W) is a typical Guinean 
savannah village located approximately 55 km East of Bobo-Dioulasso, 
the second largest town of Burkina Faso. There are Iwo distinct seasons 
over the year. The rainy season occurs from May to October, with an 
annual average of rainfa1l of 1000-1200 mm. Anopheles breeding sites 
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consist mainly of rain-filled puddles and a semi-permanent swamp. 
Four main malaria vectors are found in this village, induding both 
molecular forms M and S (respectively An. coluzzii and An. gambiae, 
see above) of An. gambiae, An. funestus, and An. nili. An. arabiensis 
is occasionally reported at low frequency «5% of An. gambiae s.l. 
samples). An. rufipes is also reported towards the end of the rainy 
season but as it has been considered a non-vector species, its bionomic 
and dynamics have not been considered until now. 

Mosquito collection and infection detection 

During October and November 2008, resting wild blood-fed 
female mosquitoes (induding An. gambiae si, An. funestus and An. 
rufipes) were caught using a mouth aspirator in the living room of 
human dwellings early in the morning [8]. They were kept under in 
sectary conditions for 5 days in IRSS lab, until ail surviving mosquitoes 
were dissected in 2% mercurochrome and their midguts examined 
for Plasmodium oocyst infection. Mosquitoes were morphologically 
identified [9,10]. The carcasses of ail dissected mosquitoes were then 
used for CSP ELISA tests according to the protocol of Burkot et al. [11], 
modified by Wirtz et al. [12]. 

Results and Discussion 

Out of a total of 729 mosquitoes dissected in October and 
November 2008, An. gambiae s.I was predominant (58.44%), followed 
by the significant presence of An. funestus (29.63%) and An. rufipes 
(11.93%). The dissection revealed a highly variable distribution 
of the number of oocysts (from 1 to 100) in the infected females. 
In particular, the single oocyst-positive An. rufipes harbored five 
oocysts. Estimation of the prevalence of the infection was focused 
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on a qualitative assessment. The results showed that 4.69 % (20/426) 
of An. gambiae s.l. females dissected were positive for the presence 
of oocyst compared to An. funestus and An. rufipes, respectively, 
with 1.85 % (4/216) and 1.15% (1/87). No An. rufipes or An.funestus 
mosquitoes were found positive for sporozoite detection by ELlSA
CSP, while sorne of them were oocyst-positive. Several non-mutual 
exclusive hypotheses may explain this pattern. Firstly, sorne studies 
have revealed the existence of a barrier to infection between mosquito 
midgut and salivary glands. In particular, sorne mosquito immune 
pathways appear to specifica1ly target the sporozoites and prevent 
their migration [13-15]. It is therefore possible that while An. funestus/ 
rufipes are permissive hosts to Plasmodium oocyst stages, they are 
not competent for the sporozoites stages. Second, it is possible that, 
in Soumousso, populations of An. rufipes and An. funestus do not live 
long enough to transmit the plasmodium sporozoites compared to An. 
gambiae. This may be due to several factors including intrinsic genetic 
differences impacting adult lifespan, or a relatively higher sensitivity 
to pyrethrinoids used for the impregnation oflong-Iasting insecticide 
nets compared to An. gambiae [3]. Finally, when uninfected An. rufipes 
and An. funestus may have the same adult longevity as An. gambiae but 
display decreased longevity when infected possibly because of a lower 
tolerance to malaria infection. 

In addition to the undeniable positivity found in the single female 
at oocyst stage, recent preliminary findings gathered in our lab using 
experimental Plasmodium falciparum infections, have shown that 
An. rufipes can be infected with sporozoïtes (Mouline, unpublished 
results). Thus, based on the assumption that any positive mosquito at 
oocyst stage should carry sporozoite stages later, we have estimated 
the overa1l Plasmodium prevalence per female, by combining positive 
mosquitoes with oocyst and/or sporozoites. Thus, the infection rates 
reached 27.93% for An. gambiae si, 1.85% for An. funestus and 1.15% 
for An. rufipes (Table 1). The infection rate was significantly higher 
for An. gambiae than An. funestus (P<O.OOOI, df =1). In previous 
studies, the susceptibility of An. rufipes to Plasmodium infection was 
estimated among a total of 9 females examined [7]. The same authors 
also reported few specimens of An. rufipes with sporozoites in the 
salivary glands in Oursy, a locality of the northern region of Burkina 
Faso (formerly known as Haute-Volta). Our study demonstrates that 
An. rufipes mosquitoes can continue to serve as a potential malaria 
parasite vector species in specifie areas of Burkina Faso. However, its 
real contribution to malaria epidemiology in Burkina Faso should be 
better investigated. Current mosquito control strategies are targeting 
malaria vectors belonging to the An. gambiae complex of species. Such 
studies that underline the potential role of other vector species such as 
An. funestus, An. nili and An. rufipes in malaria transmission intensity 
could serve to improve malaria control programs in Burkina Faso. 

Oocyst stage 5porozolte stage	 Prevalence of 
Infection 

Positive Negative Positive Negative 

An. gambiae 04.69% 95.31% 25.35% 74.65% 27.93% 
(N=426) (20/426) (406/426) (108/426) (318/426) (119/426) 

An. funestus 01.85"1. 98.15% 00.00% 100.00% 01.85"1. 
(N=216) (4/216) (212/216) (0/216) (216/216) (4/216) 

An. rufipes 01.15% 98.15% 00.00% 100.00% 01.15% 
(N=87) (1/87) (86/87) (0187) (87/87) (1/87) 

N: Total number of mosquitoes for each species; n: number of mosquitoes for te 

Table 1: Summary of mosquito infectivily in the field for different species [% (n/N)]. 
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Conclusion 

The detection of Plasmodium oocysts in An. rufipes in the field 
suggests that this species is potentia1ly capable to serve as a malaria 
vector mosquito. Due to their significance among the local vector 
population from specifie locations in Burkina Faso, a routine 
entomological surveillance is required to better elucidate its vector 
capacity. 
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One Sentence Summary: Prime-boost vaccination with viral vectors expressing Pfs230-C or 

Pfs25 give complete transmission-blocking efficacy against both laboratory and field isolates of 

Plasmodium falciparum in two different Anopheles species. 



Abstract: 

Malaria transmission-blocking vaccines (TBVs) target the development of Plasmodium parasites 

within the mosquito, with the aim of preventing the transmission of the parasite from one 

infected individual to another. Different vaccine platforms, mainly protein-in-adjuvant 

formulations delivering a range of candidate antigens, have been developed independently and 

varied transmission-blocking activities have been reported. Surprisingly, the leading TBV 

candidate antigens have not been compared using a single delivery system to determine which 

antigen(s) merit further clinical development. Here, recombinant chimpanzee adenovirus 63, 

ChAd63, and modified vaccinia virus Ankara, MVA, expressing AnAPNl, Pfs230-C, Pfs25, and 

Pfs48/45 (with or without N-glycosylation site substitution; Pfs48/45+NGln and Pfs48/45_NGln) 

were generated. Antibody responses primed individually against ail five antigens by ChAd63 

immunization in BALB/c mice were boosted by the administration of recombinant MVA 

expressing the same antigen. These antibodies exhibited a hierarchy of inhibitory activity against 

the NF54 laboratory strain of P. falciparum in Anopheles stephensi mosquitoes using the 

standard membrane feeding assay (SMFA), with anti-Pfs230-C and anti-Pfs25 antibodies giving 

complete blockade. The observed rank order of inhibition against NF54 was replicated against P. 

falciparum African field isolates in Anopheles gambiae in a direct membrane feeding assay 

(DMFA). The transmission-blocking activity achieved was dependent on the concentration of 

IgG used. This study provides the first head-to-head comparative analysis of leading TBV 

candidate antigens using two different parasite sources in two different vector species, and can 

be used to guide selection ofTBV candidate antigens for future clinical development. 
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Introduction: 

Malaria is still one of the world's major infectious diseases and exerts a devastating burden on 
global public health. The development of an effective vaccine against Plasmodium falciparum 
remains an important but elusive goal, to date, only low-level efficacies have been achieved by a 
handful of approaches in clinical studies (1). The most advanced malaria vaccine candidate, 
currently in Phase III clinical trials, is based on the circumsporozoite protein (CSP), and aims to 
prevent infection of the vaccinated host (2). Transmission-blocking vaccines (TBVs) target 
antigens expressed by the transmissible sexual-stages of the parasite, as weIl as those expressed 
by the mosquito, and aim to reduce and/or block transmission to the vertebrate host (3, 4). Pre
clinical studies investigating TBVs have led to the discovery and development of a number of P. 
falciparum antigens as vaccine candidates of which Pfs230, Pfs25, and Pfs48/45 are the most 
thoroughly characterized. Different vaccine platforms utilizing these antigens have been used to 
raise antibodies with demonstrable transmission-blocking activity (TBA) (5). However, to date 
only Pfs25 and its ortholog in P. vivax, Pvs25, have been tested in Phase la clinical trials (6, 7). 
Pfs25 is expressed during macrogametogenesis within the mosquito midgut and persists 
throughout zygote, ookinete and early oocyst development. Pfs25 antigen-specific IgG 
demonstrate TBA and titer correlates with ability to block parasite infectivity (8-10). On the 
other hand, Pfs230 and Pfs48/45 are expressed on the surface of gametocytes within the human 
host as weIl as having clear roles in gamete-gamete recognition within the vector blood meal (11, 
12). lndividuals living in malaria endemic areas can naturally develop antibodies against these 
two antigens (13-16). 
Recently it has been shown that mosquito midgut ligands that mediate parasite invasion can also 
be targeted as TBV candidate antigens. Expressed midgut proteins of Anopheles stephensi and 
Anopheles gambiae such as carboxypeptidase B (4, 17, 18) and a 135 amino acid fragment of the 
A gambiae midgut glycoprotein, alanyl aminopeptidase NI (AnAPNI) has been developed as 
potential TBV candidates. Antibodies raised against this fragment of AnAPNI have 
demonstrated TBA in studies using both P. falciparum and P. berghei parasites in two different 
anopheline species, A. gambiae and A. stephensi (19). 
Despite the lack of any reported comparison of TBA, Pfs230, Pfs25 and Pfs48/45 are currently 
considered the leading TBV candidate antigens. Their ability to induce a transmission-blocking 
response have been examined in different laboratories, antigens have been expressed mainly as 
recombinant proteins produced in a variety of heterologous expression systems as weil as 
delivered using vectored vaccine technologies. Such expression systems have included plant
based expression, a wheat-germ cell-free platform, DNA vaccines, baculovirus, vaccinia virus, 
Escherichia coli, and yeast. (20-36). Recombinant proteins have often been delivered with 
adjuvants using different regimens. The highest TBA has been reported with potent adjuvants 
such as Freund's adjuvant (which is not suitable for use in humans), whereas adjuvants licensed 
for human use have induced moderate to high TBA depending on the antigen and immunization 
regime. Adverse reactions were reported with the use of Montanide ISA-51 in a Phase la trial 
testing Pfs25 which precluded its subsequent use (6). 
The development of sorne TBVs, especially members of the six-cysteine family of proteins 
Pfs230 and Pfs48/45, has been significantly hampered by the difficulties associated with the 
expression of full-Iength, correctly folded native protein. The induction of transmission-blocking 
(TB) antibodies targeting these antigens is critically dependent on conformational correct 
immunogen (37, 38). In the case of Pfs230, the region spanning amino acids 443-1132, referred 

3 



to as region C (Pfs230-C), has been shown to induce the most potent TBA (31). For Pfs48/45, 
codon harmonization of the native sequence has led to the expression of full-iength protein, that 
induces antibodies giving greater than 95% inhibition of oocyst formation in both rodents and 
primates when formulated in the Montanide ISA-51 adjuvant (32). Pfs25 protein has been used 
alone or conjugated to highly immunogenic carriers such as outer-membrane protein complex 
(OMPe) of Neisseria meningitidis serogroup B (39). Pfs25 has been delivered in a heterologous 
prime-boost regimen using human adenovirus serotype 5 (HuAd5) and modified vaccinia virus 
Ankara (MVA) viral vectors and the antibodies induced exhibit TBA (40). 
Viral vectors have been used in prime-boost regimes primarily for the induction of antigen
specific T cells but HuAd5 and ChAd63, in a prime-boost regimen with MVA, have also been 
used to induce functional antibodies against blood-stage vaccine candidate antigens in both pre
clinical and Phase I/lla clinical studies (41-44). Although potent as an antigen delivery vector, 
HuAd5 has not been favored for translation into the clinic due to the presence of neutralizing 
antibodies from pre-existing infections in individuals living in malaria endemic areas (45). To 
circumvent this, chimpanzee adenoviruses that are the target of lower pre-existing neutralizing 
antibodies have been used (45). This human-compatible delivery system provides a robust and 
versatile platform to enable the testing and screening ofTBV candidate antigens, while avoiding 
potential differences in potency caused by variable purification and conformational integrity of 
expressed proteins. 
In this study we have used the ChAd63-MVA heterologous prime-boost regime to compare four 
TBV candidate antigens head-to-head for the first time. We investigated AnAPNI (AnAPNlfl), 
Pfs25, Pfs48/45, and region C ofPfs230 (Pfs230-C). We assessed the ability ofvaccine-induced 
IgG against these antigens to inhibit the development of P. falciparum oocysts within the 
mosquito, in order to rationally guide prioritization of these candidates for cl inical development. 
We report that vaccine-induced IgG against Pfs230-C and Pfs25 completely blocked 
transmission of P. falciparum (both the laboratory clone NF54 and field isolates from Burkina 
Faso). 

Results: 

Generation and expression ofTBV candidate antigens in ChAd63 and MVA viral vectors 

Recombinant ChAd63 and MVA vectors expressing Pfs25 were generated previously (40). We 
designed and generated recombinant ChAd63 and MVA vaccines expressing three additional 
TBV candidate antigens: AnAPNI (AnAPNlfl) based on the genome sequence of A. gambiae 
PEST strain; Pfs230-C and two versions of Pfs48/45 (Pfs48/45_NGln and Pfs48/45+NGln) based on 
the genomic sequence of the P.falciparum 3D7 clone (Table 1). For AnAPNI and Pfs48/45 the 
signal peptide and glycophosphatidylinositol anchor were not included in the construct. The 
inserts were used to generate recombinant ChAd63 and MVA expressing the individual 
respective antigens (Supplementary Methods). 
To test the expression of the antigens, pENTR4-LPTOS shuttle plasmid DNA expressing each 
individual antigen (under the control of the human cytomegalovirus (CMV) major immediate
early promoter (46)) was used to transfect HEK293 cells. Immunoblots of supernatants and cell 
lysates showed expression of the antigens at the expected size (AnAPNlfl at 112kDa, Pfs230-C 
at 83.5 kDa, Pfs25 at 22.4kDa and Pfs48/45 at ~50kDa) (Fig. 1). Recombinant proteins were 
detected in both supernatant and lysate for AnAPNl fl , Pfs230-C, Pfs25 and Pfs48/45_NGln 
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suggesting that the incorporation of the tPA signal peptide leads to secretion of the antigen which 
is thought to be optimal for antibody induction (47-49). Higher molecular weight bands were 
observed for Pfs230-C (~220kDa) and Pfs48/45+NGln (~lOOkDa) which could be dimers or a 
result of protein aggregation. In the case of Pfs48/45+NG1n the higher molecuJar weight protein 
could be the glycosylated form of the protein. 
ABC 
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Figure 1: Expression of TBV candidate antigens in adherent HEK293 cells.
 
pENTR4-LPTOS shuttle plasmid DNA expressing (A) AnAPNl fl, (B) Pfs230-C, (C) Pfs25, (D) Pfs48/45.NG1n, and
 
(E) Pfs48/45+NGln was used to transfect HEK293 cells and the supernatant and œil Iysate were harvested. The figure 
shows western blots using day70 an ti-serum from after ChAd63_MYA vaccination against the respective antigens. 
Untransfected supernatant and cell Iysate were used as negative controls. Lanes: 1 - antigen-speciflc supernatant in 
non-reducing buffer; 2 - antigen-specific supernatant in reducing buffer; 3 - antigen-specific Iysate in non-reducing 
buffer; 4 - antigen-specific lysate in reducing buffer; 5 - 8 control supernatant or Iysate respectively. Arrows denote 
the relative migration mobility expected for each respective antigen. 

Heterologous prime-boost immunization induces IgG responses against TBV candidate antigens 

We have previously shown that the zygote/ookinete surface antigen, Pfs25, in a HuAd5-MVA 
heterologous prime-boost vaccine regimen, is able to induce functional antibodies which block 
the transmission of P. falciparum in a standard membrane feeding assay (SMFA) (40). A pilot 
study was performed to test whether the ChAd63-MVA heteroJogous prime-boost regimen was 
able to induce antibodies to AnAPNltl, Pfs230-C, Pfs48/45_NGln, and Pfs48/45+NGln 
(Supplementary Materials). Antigen-specific IgG were induced after the priming immunization 
with ChAd63 expressing the individual antigens which were boosted significantly following the 
administration of the corresponding recombinant MVA (Fig. SI). 
Immune responses observed in the pilot study justified further testing of the longevity of vaccine 
induced antibody response. It has been previously shown that responses to Pfs25 eight weeks 
post-prime are similar whether primed with HuAd5 or ChAd63 (40). IgG response in this study 
were assessed at days 14 and 55 post-prime (Fig. 2). Using Wilcoxon matched-pairs signed rank 
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test the corresponding recombinant MVA significantly boosted the response to AnAPNlfl 
(P=O.008), Pfs230-C (P=O.03) and Pfs48/45+NGln (P=O.03). The increase in Pfs25 antibody 
response after the MVA boost was not statistically significant (p=O.06). We have previously 
reported that MVA significantly boosts the antibody response to Pfs25 primed by HuAd5 (40) 
and this is reproducible in other experiments when primed with ChAd63. In this particular 
experiment there was variability in the antibody response in the group of animais vaccinated 
against Pfs25. The Pfs48/45_NGln (P=O.09) antibody response was not significantly boosted by the 
MYA. When tested against recombinant protein produced using the wheat germ cell-free protein 
expression system, there was a consistent trend that the vaccine-induced IgG response against 
Pfs48/45+NGln compared to Pfs48/45_NGln (day70) was higher. In order to assess the longevity of 
the antibody responses, the animais were monitored for ten and a half months post-boost. The 
responses were weil maintained for aIl the antigens except Pfs25 (no significant difference 
between day70 and day350 by Friedman test with Dunn's multiple comparison test). 
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Figure 2: Antigen specifie IgG responses in miee aCter immunization with ChAd63-MVA expressing TBV 
antigens. 
BALB/e miee (n==5/group) were primed with lxlOs infeetious units (lFU) ofChAd63 (dayO) and boosted with lx107 

plaque forming units (Pfu) of MVA (day56) expressing the individual antigens AnAPN 1fi, Pfs230-C, Pfs25, 
Pfs48/45.NGlm and Pfs48/45..NGln • The figure shows the total IgO response measured hy standardized ELISA on days 
14, 55, 70 and thereafter every 28 days up to day 350. IgO responses were log-transformed and expressed as 
antibody units (AU) represented as mean ± SEM. 

Vaccine-induced antibody responses recognize native parasite and mosquito proteins 

To determine whether the antibodies induced against Pfs230-C, Pfs25, Pfs48/45_NGln, and 
Pfs48/45+NGln recognize the respective native parasite proteins, indirect immunofluorescence 
assays (IFA) were performed on parasite preparations (mature P. falciparum gametocytes or 
Pfs25DR3 P. berghei ookinetes) (Fig. 3). Surface staining of macrogametes with vaccine 
induced anti-Pfs230-C antibodies and ookinetes with anti-Pfs25 antibodies confirmed the ability 
of the antibodies to recognize native parasite protein. The anti-Pfs48/45+NGln antibodies stained 
the surface of exflagellating male gametes but no staining was observed with Pfs48/45-NGln 

antiserum. Naïve and vector control serum (mice immunized with ChAd63-MVA expressing 
irrelevant antigen) was used as negative control and showed undetectable levels of staining. 
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Anti-AnAPNl fl serum recognized native AnAPN 1 by western blot using midgut lysate, in 
reducing buffer, from both A. gambiae Yaoundé and A. stephensi SDA500 with similar banding 
patterns previously observed and described (19) (Fig. S2A). There was also a positive signal 
obtained against both strains of A. gambiae, Yaoundé and G3 measured using midgut lysate as 
the coating antigen in an ELISA (Fig. SI A). We also tested the anti-Pfs48/45+NGln and anti
Pfs48/45.NGln serum in a western blot using P. falciparum gametocyte lysate and they recognized 
a protein of ~50kDa, in agreement with the IFA data (Fig. S2). 

Antibody DAPI Overlay 

Pfs230-C
 
macrogamete
 

Pfs48/45+NGlo 
microgamete 

Pfs25
 
ookinete
 

Figure 3: Reactivity of vaccine-induced antibodies against Pfs230-C, Pfs25 and Pfs48/45+NGln to native 
parasite antigen. ln vitro cultured P. falciparum NF54 microgametes and macrogametes or Pfs25DR3 transgenic P. 
berghei ookinetes were immunostained with antisera against Pfs230-C, Pfs48/45+NGln or purified total IgG against 
Pfs25 respectively. Antibody binding was detected by Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-mouse IgG (green) 
and the DNA was stained with DAPI (blue). 

Inhibition ofP. falciparum NF54 development in A. stephensi by vaccine-induced IgG 

Vaccine-induced antibodies against Pfs230-C, Pfs25, and Pfs48/45 have shown varying TBA 
against P. falciparum depending on the antigen delivery system used (32, 36, 50). Antibodies 
against AnAPN 1 have been shown to inhibit the infectivity of both P. berghei and P. falciparum 
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(19, 51). Here we performed a head-to-head comparison of the antigens on the ability of IgO 
(induced against each antigen with a common vaccine platform) to reduce the intensity and 
prevalence of P. falciparum NF54 parasite infection in a laboratory-reared vector (A. stephensi) 
using a standard membrane feeding assay (SFMA). TBA of antibodies against Pfs230-C has 
been shown previously to be complement-dependent (52, 53), and thus ail assays were 
performed in the presence of complement. To be able to distinguish antibody-specific inhibition 
from non-specific effects of mouse serum, total purified IgO was used in the SMFA. 
IgG against Pfs230-C and Pfs25 showed complete inhibition of oocyst intensity and prevalence 
(p<O.OOOOI for both) whereas anti-Pfs48/45+NGln IgG showed 99% inhibition of oocyst intensity 
and 85% inhibition of oocyst prevalence (p<O.OOOOI for both) (Fig. 4). There was no statistically 
significant inhibition seen with anti-AnAPNlfl and anti-Pfs48/45_NGln IgG at the same 
concentration. 
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Figure 4: Effeet of mouse IgG indueed by CbAd63-MVA immunization on P. falciparum NF54 parasite 
infeetivity in A. stephensi mosquitoes. Pooled day 70 serum (n=5) was used to purify total IgG against each of the 
antigens. 6SS,...g/mL of each of the total IgG was mixed with P. falciparnm NF54 cultured gametocytes and fed to A. 
stephensi mosquitoes (n=20) in SMFA. Midguts were dissected 7 days post-feeding. Data points represent the 
number of oocysts in individual mosquitoes and the lines show the arithmetic mean. The table shows the number of 
mosquitoes dissected (N) per antigen, mean number of oocyst, % inhibition of infection intensity and prevalence 
calculated relative to the IgG from vector control immunized mice. 
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Inhibition ofAfrican field isolales ofP. falciparum in A. gambiae by vaccine-induced IgG 

We also tested the IgG against the individual antigens in a direct membrane feeding assay 
(DMFAs) using P. falciparum parasites collected from gametocyte donors (children aged 
between 5 and Il) in Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. This was tested using laboratory-adapted A. 
gambiae s.s, M molecular form, one of the predominant vectors for malaria transmission in this 
region. Though most TBV antigens have limited polymorphisms (54), we wanted to assess 
whether the efficacy and the ranking of the antigens against P. falciparum NF54 would be 
replicated against field isolates in a second vector species. 
Significant inhibition of oocyst intensity and prevalence consistent with the previous assay (Fig. 
4) was seen with anti-Pfs230-C (complete inhibition, p<O.OOOO 1 for both) and Pfs25 (99%, and 
81.8% respectively, p<O.OOOO 1 for both) IgG (Fig. 5). Anti-Pfs48/45+NGln IgG only significantly 
inhibited the oocyst intensity (45.5%, p=O.007) and not prevalence in this experiment (Fig. 5). 
There was no significant inhibition seen with anti-AnAPNlfl and anti-Pfs48/45_NGln IgG. The % 
inhibition seen with anti-Pfs48/45+NGln IgG was lower than anti-Pfs230-C and anti-Pfs25 IgG. 
Using the viral vectored delivery platform, anti-Pfs230-C and anti-Pfs25 IgG consistently 
showed superior TBA (> 99% inhibition of oocyst intensity) than the other antigens (Fig. 5). We 
investigated the effect of reducing the concentration of anti-Pfs230-C and anti-Pfs25 IgG in the 
membrane feeding assay (Fig. 6A and B). When tested at 250JlglmL against a different 
gametocyte donor both anti-Pfs230-C and anti-Pfs25 IgG still gave essentially complete 
blockade. Significant inhibition of oocyst intensity and prevalence was seen in this experiment 
with anti-Pfs230-C (p=O.007 and p<O.OOOO 1 respectively) and anti-Pfs25 (p<O.OOOO 1 for both) 
IgG at 62.5Jlg/mL and 125JlglmL concentrations respectively. 
The anti-AnAPNlfl, anti-Pfs48/45.NGln and anti-Pfs48/45+NGln were tested in two further 
experiments using gametocytes from two different donors. In this study the anti-AnAPNlfl IgG 
still showed no significant effect on oocyst intensity or prevalence in any of the experiments 
performed. The anti-pfs48/45.NGln (82% and 78%, p=O.OI and p<O.OOOI respectively) and anti
Pfs48/45+NGln (100%, p<O.OOO 1 for both) IgG showed significant inhibition in one assay (Control 
2 in Fig. S3) and not in the other (Control 1 in Fig. S3). This could be due to lower oocyst 
numbers in the control (8.5 oocyst in Control 2) leading to improved efficacy, polymorphisms in 
Pfs48/45 which have been reported previously (54, 55) or interassay variability. 
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Figure 5: Effect of mouse IgG induced by ChAd63-MVA immunization on infectivity of field isolates of P. 
falciparum to A. gambiae mosquitoes. The purified 19G for each of the antigens and gametocyte positive donor red 
blood cells were used in a DMFA. The gametocytaemia of the donor was 30 gametocytes per 1000 leucocytes and 
the ratio of male: female gametocytes was 1.44. The plasma from the gametocyte positive donor blood was replaced 
by AB serum from a European donor, the purified IgG were added at SOOIlg/mL in the final mixture and 
immediately fed to A. gambiae mosquitoes. Midguts were dissected 7 days post-feeding. Data points represent the 
number of oocysts in individual mosquitoes and the lines show the arithmetic mean. The table shows the number of 
mosquitoes dissected (N) per antigen, mean number of oocyst, % inhibition of infection intensity and prevalence 
calculated relative to the 19G from vector control immunized mice. 
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Discussion 

Here we describe the first head-to-head comparison of the leading transmission-blocking vaccine 
candidate antigens using a human-compatible vaccine platform (heterologous prime-boost viral
vectored delivery). TBV candidate antigens have been previously assessed individually for their 
ability to block parasite infectivity to mosquitoes using a wealth of different delivery platforms. 
In this comparative study, anti-Pfs230-C and Pfs25 antibodies showed superior transmission
blocking activity to Pfs48/45 and AnAPNI. IgG raised against Pfs230-C and Pfs25 have 
consistently shown better (>99%) TBA on both parasite infectivity and prevalence using both 
laboratory and field isolates of P. falciparum in A. stephensi and A. gambiae respectively. We 
have previously reported the use of this delivery system to induce functional antibodies to Pfs25 
when expressed from a human adenovirus (HuAd5) and MVA (40). This work provides 
additional evidence that the viral vectored delivery platform can induce functional antibodies 
against a range of candidate TBV antigens. This platform has been used successfully to induce 
functional antibodies against leading blood-stage malaria antigens (in pre-clinical and clinical 
studies) (43, 44), and used successfully to identify novel target antigens such as the reticulocyte
binding protein homologue 5 for further development (56). 
The development of certain TBV candidate antigens has been hampered by the inability to 
express full-Iength correctly folded proteins, like the sexual-stage cysteine-rich protein Pfs48/45 
which has conformation dependent target epitopes (28, 33). The viral-vector delivery platform 
enabled us to express these antigens and induce antigen-specific antibodies. The ChAd63 
vaccine primed a detectable antibody response that increased over time and was boosted after the 
administration 8 weeks later of MVA expressing the respective antigen. These data are in 
accordance with previous findings where an 8-week interval between prime and boost was 
shown to induce of high-titer antibodies to several blood-stage malaria antigens and Pfs25 (40, 
42). The antibody response is sustained for aIl the antigens (except Pfs25) using this delivery 
system, without the need for additional booster vaccinations after the initial prime-boost regime 
in mice. A sustained antibody response for at least one transmission season is likely to be 
essential to enable effective blockade in endemic areas. The decline in the antibody response to 
Pfs25 compared to the other antigens could be in part due to the inherent properties of the 
antigen. It has been reported previously that antibodies against Pfs25 diminish to 50-70% of the 
peak response in mice after six months offollow up (39). To address this, Pfs25 protein has been 
conjugated to several carrier proteins in an attempt to make it more immunogenic. A sustained 
antibody response was achieved in rhesus monkeys only after chemically conjugating Pfs25 to 
the OMPC of N. meningitidis serogroup B and adsorption to aluminum hydroxyphosphate (39). 
A recent study has demonstrated that the induction of CD4+ T cells following an adjuvanted 
influenza vaccine predicted the persistence of the antibody response (57), and several pre-clinical 
and clinical studies have shown that viral vectors induce strong T cell responses (43, 44). The 
role of memory B cells which are important for a rapid recall response was not assessed in this 
study, but viral vectored vaccination regimes have been shown to induce memory B cells in 
rhesus macaques (41) and humans (58) . It will be important to further assess the role ofCD4+ T 
cell help and memory B cells in the context of antibody responses to TBV candidate antigens. In 
contrast to Pfs25, antibody responses to antigens such as Pfs230 and Pfs48/45 could potentially 
be boosted by natural infection and gametocyte exposure, but this requires experimental 
assessment. It has been shown in the P. berghei model that antibody responses induced by 
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N 36 60 34 35 51 

Mean 0 0.6 2.3 3.2 5.6 

Inhibition of 
Infection (%) 100 90.2 36.8 31.3 -

(lower. upper 95% CI) ( 100.100) (82.2, 94.6) (-17.9,66.1) (-9.4, 56.9) 

Inhibition of 
Prevalence (%) 100 80.7 52.3 30.5 -

(lower, upper 95% CI) (-13.5, 100) (54.4,913) (20.3,74.6) (5.3,56.6) 

Figure 6: TBA of anti-Pfs230-C and anti-Pfs25 IgG at different concentrations in DMFA. Membrane feeds 
were performed as described in Figure 5 using a range of anti-Pfs230-C (A) and anti-Pfs25 (B) IgG concentrations 
(shown in brackets on the x-axis). The gametocytaemia of the donor was 10 gametocytes per 1000 leucocytes and 
the ratio of male: female gametocytes was 0.59. Data points represent the number of oocysts in individual 
mosquitoes and the lines show the arithmetic mean. The table shows the number of mosquitoes dissected (N) per 
antigen, mean number of oocyst, % inhibition of infection intensity and prevalence calculated relative to the IgG 
from vector control immunized mice. ' 
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immunization with DNA encoding Pbs48/45 were boosted after a blood-stage challenge in mice 
(59). 
Our result suggests that there is a possible effect of N-glycosylation site substitution on 
conformation, immunogenicity and transmission-blocking activity of Pfs48/45. In previously 
published studies, expression ofPfs48/45 in vaccinia virus resulted in a glycosylated product that 
was considerably less immunogenic in mice resulting in a lowered ability to inhibit parasite 
infectivity to A. stephensi (29, 60). In contrast to the published data, the IgO against Pfs48/45. 
NOIn (with N-glycosylation site substitutions) did not show any transmission blocking effect in the 
SMFA against P. falciparum NF54. This couId be due to the lower antibody response seen with 
this construct, or due to unintended alterations in functionally important, conformational B cell 
epitopes caused by amino acid substitutions used to remove the N-glycosylation sites. In only 
one of the DMFA did IgO against Pfs48/45.NOIn show measurable TBA, but this was marginal 
and needs further investigation. Polymorphisms in Pfs48/45 have also been reported in field 
isolates and this could also explain the variability in TBA seen in the Burkina Faso studies (54). 
TBA of antibodies induced by viral vectors against the two versions of Pfs48/45 was variable. 
The variability could potentially be due to polymorphism in Pfs48/45 in the field isolates which 
has been reported previously or dependent on the infection intensity in the control. We conclude 
that further studies need to be done to understand the variability of TBA seen with IgO against 
Pfs48/45. We are currently investigating further the impact of oocyst numbers in the control 
mosquitoes and antigen polymorphism on TBA in Burkina Faso. It is critical that such an 
approach be adopted for the screening of potential TBY candidate antigens as we have recently 
shown that vaccine efficacy needs to be tested against a range of parasite exposures to interpret 
laboratory results accurately (61). 
It was also surprising that anti-AnAPNlfl IgO induced by viral-vectored prime-boost vaccination 
did not exhibit any TBA. It has been shown previously that antibodies to an N-terminal fragment 
of AnAPNl can block the development of both P. berghei and P. falciparum (19, 51). This 
discrepancy in TBA could be due to the difference in construct design, although we have shown 
that the antibodies induced here recognize native antigen in both immunoblots and ELISA. This 
antigen remains an attractive candidate due to its effects on diverse Plasmodium species in 
different Anopheline species, and thus we are further investigating the TBA of different 
constructs of AnAPN 1. 
It has been reported that antibodies against Pfs25 and Pfs28 have synergistic TB efficacy (62) 
when the IgO against the two antigens are combined in an SMFA or when expressed as fusion 
protein in Saccharomyces cerevisiae (63). We are currently testing if the same synergy could be 
achieved with anti-Pfs25 and Pfs230-C antibodies, and also investigating ways to combine the 
two antigens in a single vector delivery platform for clinical development. It will also be 
important in the future to determine the ICsü (concentration ofantigen-specific antibody required 
to inhibit 50 percent of oocyst development) of the antibodies against Pfs230-C and Pfs25 
against field isolates, in order to determine the concentration of IgO required for effective 
blockade in different transmission sertings. The viral vector platform used in this study has a 
proven safety record in clinical trials targeting a range of pathogens (44, 64, 65). The ability to 
induce antibody responses with functional activity against TBY candidate antigens with 
inhibitory effects of up to 100% observed for two antigens is very encouraging for the prospects 
of successful transmission blocking vaccine development. 
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Materials and Methods 

Design and generation ofrecombinant viral vectored vaccines 

Antigen sequences for AnAPNl, AnAPNl fl , (amino acids (aa) 20-998; AGAP004809-PA, PEST 
strain), Pfs230 (PF3D7_0209000), Pfs48/45 (aa 28-427; PF3D7_1346700) and Pfs25 (aa 22
192; PF3D7_1031000) were obtained from NCBI protein database. For Pfs230, only region C 
(aa 443-1132, Pfs230-C) against which antibodies have been shown previously to inhibit 
parasite development was used (21, 30). AlI putative N-glycosylation sites were changed from 
Asn-Xaa-Ser/Thr to Gln-Xaa-Ser/Thr. For Pfs48/45 two different constructs were designed; one 
with alI seven N-glycosylation sites (28) substituted (Pfs48/45_NGln) and the other with the native 
amino acid sequence (Pfs48/45+NGln). The antigen sequences were codon optimized for 
expression in humans (GeneArt® Life Technologies, Germany) and the predicted native signal 
peptide for the antigens were replaced with the human tissue plasminogen activator (tPA) signal 
peptide. The recombinant viral vaccines were generated as described in Supplementary 
Materials. 

Animal studies and vaccinations 

Age-matched female BALB/c mice (Harlan, UK), housed in specific-pathogen free 
environments, were vaccinated via the intramuscular (i.m.) route using a heterologous prime
boost regime. To determine whether AnAPNl fl , Pfs230-C, Pfs48/45_NGln, and Pfs48/45+NGln were 
immunogenic when administered in this delivery system, which has been previously shown to 
elicit anti-Pfs25 specific antibodies (40), a pilot study was undertaken. Ali the animais were 
vaccinated with a ChAd63 (dayO) priming dose of 1x108 IFU and boosted with MVA (day 56) at 
1xl 07 pfu expressing the individual test antigens. Control vaccinations were performed with 
ChAd63 and MVA expressing green fluorescent protein (GFP). Vaccines were prepared in 
sterile endotoxin-free PBS (Invitrogen, UK). Vaccine-induced antibody responses were assessed 
on days 14, 55 and 70 and then every month for ten and a half months. Ali animal experiments 
and procedures were performed according to the UK Animais (Scientific Procedures) Act Project 
License (PPL 30/2414 and 30/2889) and approved by the Oxford University Local Ethical 
Review Committee. 

Western Blot Analysis 

To determine the expression of the recombinant antigens expressed by the constructs in 
mammalian cells, lxl07 celIs/mL HEK293 cells were seeded onto 6 weIl plates and transfected 
with pENTRTM (Invitrogen, UK) entry plasmid (containing the tetracycline operator in proximity 
to the TATA box, pENTR™4LPTOS) (56)) using Lipofectamine™ 2000 (lnvitrogen, UK). Cells 
were incubated ovemight at 37°C and 5% C02. Supematant and cell lysate were harvested in 
non-reducing, and reducing, SOS-PAGE loading buffers and boiled at 95°C for 5 min before 
running on 10 or 12% polyacrylamide gels (Thermo Scientific, UK). Proteins were transferred 
enta 0.451lm nitrocellulose membranes, which were then blocked in 3% BSAlPBS ovemight, 
washed twice with PBS/0.05% Tween®20 (PBS/T) and incubated with sera (pooled d70 serum 
from all mice (n=5) immunized with the respective antigens) diluted 1: 100 in 3% BSAlPBS for 1 
h. The blots were then washed and incubated for 1 h with donkey anti-mouse IgG HRP
conjugated antibody (Stratech Scientific Ud, UK) diluted at 1:5000, in 3% BSAIPBS. After 
repeating the washing procedure, the protein bands were detected by chemiluminescence using 
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ECL Plus substrate (Therrno Scientific, UK) and images captured using a LAS 4000 
biomolecular imager. Color plus Pre-stained Protein ladders (NEB, UK) were used to estimate 
the relative protein mobility. 

ELISAs 

To detect antigen-specific IgG antibodies induced by vaccination, ELISAs were perforrned as 
previously described (6, 50). The recombinant proteins for AnAPNl fl , Pfs230-C and Pfs48/45 
were produced using the wheat-gerrn cell free system (22) and the Pfs25 protein antigen was 
provided by Yimin Wu (NIH, USA). A standard reference serum was created using pooled day 
70 vaccinated mouse serum with high titers (Fig. SI) to the respective antigens. The standard 
reference was used on a standardized ELISA to determine the ELISA units, expressed as 
arbitrary units (AU), for each individual antigen. For Pfs25 ELISAs, a previously reported 
standard serum was used (39). 

Indirect Immunofluorescence Assay 

P. falciparum gametocytes were cultured as described previously (50) and pelleted. For 
gametocyte preparations, cultures were split and half were activated in ookinete media (66), 
following which samples were fixed for 10 min in 4% PFA in PBS. The non-activated and 
activated preparations were then pipetted onto poly-Lysine coated multiwell slides, air dried and 
allowed to settle for 12 hours, to allow the adherence of parasites and RBCs to slides. Slides 
were then washed three times in Tris-buffered saline (TBS) and blocked using 10% goat serum 
(Sigma, UK) in 1% BSAIPBS for 1 h. The si ides were incubated for 1 h with day 70 mouse 
antisera (Pfs230-C, Pfs48/45_NGln, and Pfs48/45+NGln) diluted 1: 100 in 1%BSAlPBS. After 
washing three times in TBS, goat anti-mouse IgG conjugated to Alexa Fluor 488 (lnvitrogen, 
UK; 1:500 in 1% BSA/PBS) was added for 1 h, washed off in TBS and mounted with 
VectashieldlDAPI (Vector Labs, UK). The slides were visualized under x100 objective 
magnification using a fluorescence microscope (Leica DMI 3000 B, Leica Microsystems, UK). 
To assess antibody reactivity with native Pfs25 on ookinetes, Pfs25DR3 transgenic P. berghei 
parasites described previously (40) expressing Pfs25 were used. Phenylhydrazine (6mg/mL in 
PBS; Sigma, UK) treated female Tü (HarIan, UK) mice were injected with lxl0? Pfs25DR3 
parasitized RBCs (pRBCs). Parasitized blood was harvested from the infected mouse and added 
1:25 to ookinete media and left overnight at 19°C. After 24 h, smears were fixed in 4% PFA in 
PBS after air-drying. Thereafter the procedure was carried out as outlined above. 

IgG Purification 

Total IgG was purified from day 70 pooled mouse sera from test and control groups as described 
previously (67) using Protein G columns (Pierce, USA). Briefly, Protein G columns were 
equilibrated with binding buffer (lmmunopure IgG, Pierce, USA) after which a 1:1 mixture of 
sera and binding buffer was allowed to flow through under gravity, washed and eluted with 
elution buffer (lmmunopure IgG, Pierce, USA). The eluted fraction was collected in lM Tris
HCI (pH9.0, Teknova, USA) and transferred for buffer exchange to Amicon centrifugai filters 
(Millipore, USA) using PBS. The eluent was concentrated in PBS (lnvitrogen, UK) and filtered 
using a O.22~m Millipore Ultrafree sterile centrifugai unit. Total protein was quantified using a 
NanoDrop spectrophotometer at 280nm and adjusted to either 3.5mg/mL or 2.5mg/mL. 
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Transmission-Blocking Assays 

The ability of vaccine-induced antibodies to block the development of P. falciparum strain NF54 
was assayed using gametocyte cultures as previously described (50). In case of cultured NF54 
parasites, the % of mature Stage V gametocytes was adjusted to 0.15% ± 0.05% and the male
female ratio is stable (almost always 1 male: 2-3 female). These were mixed with purified IgG 
(diluted at 1:5.34 from adjusted total concentration of 3.5mg/mL giving a testing dilution of 
0.655mg/mL) and then fed to 4-6 day old starved female A. stephensi (SDA 500) via a parafilm® 
membrane. The purified IgG was diluted in non heat-inactivated human AB+ sera to test the 
antibodies in the presence of complement. Purified IgG from group of mice vaccinated with viral 
vectors expressing GFP was used as negative control. Infected mosquitoes were then maintained 
at 26°C at 80% relative humidity. After 7 days midguts from twenty mosquitoes were dissected, 
oocysts counted and the number of infected mosquitoes recorded. Percent reduction in infection 
intensity and prevalence were calculated relative to the control. 
To determine the TBA against field isolates of P. falciparum, children aged between 5-11 years 
in Bobo-Dioulasso, Burkina Faso, were screened for the presence of asexual and sexual stage P. 
falciparum parasites by thick blood smears. Informed consent from parents or guardians was 
obtained for children positive for gametocytes (Protocol 003-2009/CE-CM, Centre Muraz 
institutional ethical committee). 10 mL blood was drawn in heparinized tubes to obtain 
gametocytes from which plasma was replaced with test or control IgG mixed with non-immune 
AB serum and immediately fed to a laboratory-adapted colony of A. gambiae mosquitoes via a 
parafilm® membrane. Thereafter the procedure was carried out as outlined above. 

Statistical Analysis 

For the ELISA data, Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used to determine statistical 
significance between pre- and post-boost (day 55 and day 70) response and Mann-Whitney test 
between Pfs48/45.NGln and Pfs48/45+NGln (day 70 responses). To determine significance of the 
longevity of the vaccine-induced antibody response, a Friedman test with Dunn's correction was 
used to assess differences between time points for each individual test antigen. Ability of 
vaccine-induced antibodies to inhibit oocyst intensity and prevalence of P. falciparum in 
transmission-blocking assays was assessed using generalized linear mixed models according to 
previously published methods (61). A zero-inflated negative binomial error structure was used to 
describe oocyst intensity whilst a binomial error structure was used to determine oocyst presence 
or absence. Models were compared using a likelihood ratio test and confidence intervals 
generated using bootstrapping methodology. Significance was taken as p<O.05. 
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Supplementary Materials 

Design and Generation ofrecombinant viral vectored vaccines 
Ail the predicted endogenous signal peptides for the antigens were replaced with the human 
tissue plasminogen activator (tPA) signal peptide, which has been shown to allow efficient 
expression of antigens, and a Kozak placed upstream to maximize antigen expression in 
mammalian cells (47-49, 68). Antigen sequences were optimized to human codon usage bias and 
potential N-glycosylation sites were removed (except for Pfs48/45+NG1n). CMV long promoter 
with an intran A sequence (that has been shown to enhance insert expression (46» was used to 
drive antigen expression in ChAd63 whilst expression was driven by the Vaccinia P7.5 promoter 
in MVA. To generate replication-deficient, ChAd63 vaccines, the codon optimized antigen 
inserts were restriction cloned into pENTR™4LPTOS entry vector (under the control of the 
human cytomegalovirus (CMV) major immediate-early promoter (46» using Acc65I and NotI. 
The entry vector clone was recombined into the destination vector, ChAd63-DEST, by 
Gateway® cloning (Invitrogen, UK). Replication-deficient recombinant MVA vaccines were 
generated by cloning into an MVA.GFP shuttle vector between the thymidine kinase sites (TKL 
and TKR) by restriction cloning using Acc65I and XhoI. The resulting clone was linearized and 
used to generate the recombinant virus by homologous recombination into the MVA genome 
(parental virus, MVA-RFP). The resulting recombinant viruses were prepared and purified as 
previously described (42, 69). 
Endpoint EL/SAs 
Vaccine-induced antibody responses were initial1y quantified by endpoint ELiSAs as previously 
described (42). Nunc-Immuno Maxisorp 96-wel1 plates (NUNC, UK) were coated with 
recombinant protein overnight at 4°C, The plates were washed in 0.05% Tween-20 in phosphate
buffered saline (PBS/T) the fol1owing day and blocked for 1 h with 5% skimmed milk in PBS/T. 
Test sera were diluted in PBS/T and left to incubate for 2 h after which the plates were washed in 
PBS/T. Secondary antibody (goat anti-mouse IgG-Alkaline-phosphatase conjugated, Sigma, UK) 
was added at 1:5000 in PBS/T. After incubation, the plates were washed and developed by 
adding pNPP substrate diluted in carbonate buffer (l5mM sodium carbonate and 35mM sodium 
bicarbonate in distilled water). The plates were read at OP405 until the endpoint detection set for 
each antigen. The eut-off for determining the endpoint titers was the average OD values for pre
immune sera + three times the standard deviation. 
For midgut endpoint ELiSAs, midgut lysates from 5-7 day old female Anopheles gambiae 
(Yaoundé and G3 strains, kind gift from Dr George K. Christophides, Imperial College, London) 
maintained under normal conditions, were prepared as previously described (70). 5llg/mL of the 
midgut Iysate was used to coat plates (NUNC, UK) overnight. Plates were washed (in PBS/T) 
and blocked (l % BSA in PBS/T) with subsequent steps performed as described above. 
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Supplementary Figures 
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Figure 81: Transmission-blocking antigens induce antibodies when delivered in a ChAd63-MVA prime-boost 
regimen. BALBfc mice (n=lO) were vaccinated with ChAd63 (day 0) and boosted with the respective MVA (day 
56) expressing the individua1 antigens AnAPNlfl (A), Pfs230-C (B) and Pfs48/45_NGIn and Pfs48/45+NGln (c). 
Antibody responses were measured on days 14, 55 and 70 by endpoint ELISA using midguts 1ysates (A) obtained 
from A. gambiae Yaoundé and G3 strains or recombinant protein (B and C). The data was log-transformed and 
represented as mean ± SEM for the different time points. 
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Figure 82: Reactivity ofvaccine-induced antibodies against native antigen by western blot. Anopheles gambiae 
Yaoundé and Anopheles stephensi SDA500 midgut Iysate, and Plasmodium falciparum NF54 gametocytes purified 
by magnetic beads were mixed into either non-reducing or reducing SDS sample loading buffer. 51lgllane and 
10Ilgilane of either midgut lysate or gametocyte preparation was loaded onto 8% and 12% polyacrylamide gels 
respectively, transferred onto nitrocellulose membranes and immunoblots obtained using day70 pooled sera from 
mice immunized against AnAPN1fl (A), Pfs48/45_NGln (B) or Pfs48/45+NG1n (c). Lanes: 1 - non.reducing; 2 
reducing; 3 - non-reducing; 4 - reducing buffer. (A) Lanes 1 and 2 represent Anopheles gambiae Yaoundé, lanes 3 
and 4 Anopheles stephensi 8DA500. Arrows indicate the relative migration mobility observed and expected. 
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Figure 83: Differentiai inhibition of P. falciparum field isolates by anti-Pfs48/45.NG1n and anti-Pfs48/45+NG1n 

IgG. Membrane feeds were perfonned as described in Figure 5. The IgG was tested at a concentration of50011glmL 
and the gametocytes were obtained from two separate donors (separated by dotted line). The gametocytaemia were 
31 and 15 gametocytes per 1000 leukocytes for control 1 and control 2 respectively and the ratio of male: female 
gametocytes were 2.34 and 0.47 for control 1 and control 2 respectively. Data poinfs represent the number of 
oocysts in individual mosquitoes and the lines show the arithmetic mean. The table shows the number of mosquitoes 
dissected (N) per antigen, mean number of oocyst, % inhibition of infection intensity and prevalence ca1culated 
relative to the IgG from vector control immunized mice. 
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Table 1. TBV candidate antigen sequences used for generation of ChAd63-MVA viral 
vectors. 

Antigen Acc No.ession Full aa 
length 

aain 
construct 

Features 

AnAPNl 
(PEST) 

XP 318000.4 1020 20  998 SP (l-19aa); GPI anchor 
(997-1020aa); No TMH; 
No N-glycan sites. 

Pfs230 
(307) 

AAA29725.1 3135 443  1132 SP (l-20aa); GPI anchor 
(31 19-3134aa); No TMH; 
13 N-glycan sites. 

Pfs48/45 
(307) 

CAA80119.2 448 28 -427 SP (1-27aa); GPI anchor 
(428-448aa); 1 TMH; 
7 N-glycan sites. 

Strain shown in parenthesis under antigen abbreviation; na: amino acid; SP: signal peptide; GPI: 
glycosylphosphatidylinositol; TMH: Transmembrane helix. 
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Unraveling selective forces that shape vector-parasite interactions has critical implications for 

malaria control. However, it remains unclear whether Plasmodium infection induces a fitness 

cost to their natural mosquito vectors. Moreover, environmental conditions are known to 

affect infection outcome and may impact the effect of infection on mosquito fitness. We 

investigated in the laboratory the effects of exposition to and infection by field isolates of 

Plasmodium falciparum on fecundity and survival of a major vector in the field, Anopheles 

coluzzii under different conditions of access to sugar resources after blood feeding. 
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The results evidenced fitness costs induced by exposition and infection. When sugar was 

available after blood meal, infected and exposed mosquitoes had either reduced or equal to 

survival to unexposed mosquitoes while fecundity was either increased or decreased 

depending on the blood donor. Under nutritional stress, survival was reduced for exposed and 

infected mosquitoes in aIl assays. 
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We therefore provide here strong evidence of an environmental-dependant reduced survival in 

mosquitoes exposed to infection in a natural and one of the most important mosquito species 

associations for human malaria transmission. 

29 

30 

31 

32 

Keywords : malaria transmission, vector-parasites interactions, environment, infection cost, 

mosquito fitness 

2 

http://mc.manuscriptcentral.com/prsb 



Transmission blocking activity of Azadirachta indica and 
Guiera senegalensis extracts on the sporogol1ic 
development of Plasmodium fa/ciparum field isolates in 
Anopheles coluzzii mosquitoes. 

Rakiswendé S Yerbangaa.*, Leonardo Lucantonib, Robert K Ouédraogoa, Dari F Daa, Franck A 
Yaoa, Koudraogo B Yaméogoa, Thomas S Churchef, Giulio Lupidib

, Orazio 
Taglialatela-Scafatid, Louis Clément Gouagnae, Anna Cohuete, George K Christophidesf, Jean 
Bosco Ouédraogoaand Annette Habluetzelb 

alnstimt de Recherche en Sciences de la Santé, 01 BP545 Bobo Dioulasso 01, Burkina Faso. 
bScuola di Scienze deI Farmaco e dei Prodotti della Salute, Università di Camerino, 62032 
Camerino (MC), Italy.cDepartment of Infectious Disease Epidemiology, Imperial College 
London, London W2 1PG, United Kingdom. dDipartimento di Farmacia, Università di Napoli 
"Federico II'', via D. Montesano, 49, 1-80131, Napoli, Italy. elnstimt de Recherche pour le 
Développement, Unité MIVEGEC (IRD 224- CNRS 5290-UM1-UM2), BP 64501, 
Montpellier Cedex 5 34394, France. fDepartrnent of Life Sciences, Imperial College London, 
London, United Kingdom. 
*Corresponding author: Tel.:+226 71484866. Email: yrserge@yahoo.fr (RS. Yerbanga). 

Abstract 

Targeting the stages of the malaria parasites responsible for transmission from the human host� 
to the mosquito vector is a key pharmacological strategies for malaria control. Research� 
efforts to identify compounds that are active against these stages have significantly increased� 
in recent years. However, at present, only two drugs are available, namely primaquine and� 
artesunate, which reportedly act on late stage gametocytes. In this study, we assessed the� 
antiplasmodial effects of 5 extracts obtained from the neem tree Azadirachta indica and� 
Guiera senegalensis against the early vector stages of Plasmodium falciparum field isolates in� 
an ex vivo assay. Gametocytaemic blood was supplemented with the plant extracts and offered� 
to Anopheles coluzzii females by membrane feeding. Transmission blocking activity was� 
evaluated by assessing oocyst prevalence and intensity on the mosquito midguts.� 
Initial screening of the 5 plant extracts at 250 ppm revealed transmission blocking activity in� 

two neem preparations. At 250 and 70 ppm the commercial extract NeemAzal® completely� 
blocked transmission and at 60 ppm mosquitoes were uninfected in 4 out of 5 replicate groups� 
of mosquitoes. Mosquitoes fed on the ethyl acetate phase of neem leaves at 250 ppm showed� 
a mean oocyst number per midgut of 0.63 (C195 0.19 - 1.06) compared to 6.67 (Ch5 4.42 �
8.92) in controls, while the ethanol extract from the same plant part did not exhibit any� 
activity. No evidence of transmission blocking activity was found using G. senegalensis ethyl� 
acetate extract from stem galls. The results of this study highlight the potential of antimalarial� 
plants for the discovery of novel transmission blocking molecules, and open up the potential� 
of developing standardized transmission blocking herbaI formulations as malaria control tools� 
to complement currently used antimalarial drugs and combinations treatments.� 
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