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Introduction 
 

 

Le paludisme est l’une des plus importantes des maladies qui frappent l'espèce humaine. Il est 
responsable de centaines de millions de malades chaque année et de millions de morts à 
travers le monde.  

Le paludisme (du latin pattes ou palus, marais) est provoqué par un parasite des globules 
rouges du sang. Ce parasite est transmis du sujet malade au sujet sain par l'intermédiaire de 
moustiques femelles du genre Anopheles ; il subit dans l'organisme du malade comme dans le 
corps du moustique un certain nombre de transformations qui constituent son cycle évolutif.  

Dans les régions chaudes et humides du globe qui représentent son domaine de prédilection, 
le paludisme, communément appelé aussi malaria (signifiant « mauvais air »), peut se 
comporter comme un véritable fléau décimant les populations indigènes et les voyageurs. 
Avec un million de morts par an dont 95% d’enfants, c’est la première cause de décès chez les 
enfants de moins de 5 ans dans la région Afrique (Organisation Mondiale de la Santé, 2003).  

C’est pourquoi la lutte antipaludique est primordiale au regard de la santé publique. Mais la 
considérable morbidité du paludisme a aussi des conséquences sérieuses sur le plan 
économique et social. Alors combattre le paludisme, c'est non seulement œuvrer pour la santé 
des hommes, mais c'est aussi permettre à des provinces ou à des nations entières de prendre 
leur essor et d'accéder à un niveau de vie supérieur. 

En matière de lutte contre le paludisme, la recherche médicale occupe bien sûr le premier 
plan.  

Un siècle de travaux s’est déjà écoulé depuis la découverte des agents infectieux. Si le 
paludisme était au départ l’affaire de quelques biologistes et médecins, il regroupe 
aujourd’hui des chercheurs de toutes les spécialités à la pointe de leur domaine. En effet, le 
paludisme est longtemps apparu comme une maladie qui serait assez simple à éradiquer. Mais 
les programmes mis en place dans la seconde moitié du XXème siècle n’ont pas tenu leurs 
promesses et le paludisme s’est avéré être un ennemi redoutable à combattre. 

L’une des difficultés auxquelles se confronte le chercheur est l’absence de modèle 
expérimental fiable. A ce jour, aucune technique ni aucun animal ne peut reproduire 
fidèlement le profil de la malaria humaine. 

Les primates ont toujours été de précieux partenaires pour le chercheur. Proches des humains, 
ils permettent d’anticiper la réponse obtenue lors d’essais cliniques ultérieurs chez des 
humains et d’éviter ainsi de risquer des vies humaines ou d’entrer inutilement dans de 
coûteuses études sur des volontaires humains. Cependant, aucun simien n’est un modèle 
parfait et l’utilisation des  primates non-humains soulève de nombreuses questions éthiques et 
financières. 
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Parmi les primates, les singes africains ont très vite été délaissés au profit de leurs cousins 
sud-américains, ces derniers étant considérés comme de meilleurs modèles pour l’infection 
paludique. Mais aujourd’hui les progrès de l’immunologie et de la biologie moléculaire 
semblent partiellement remettre en question l’hégémonie des singes américains dans ce 
domaine. Il convient donc de faire un point sur les avantages et les inconvénients de 
l’utilisation des primates africains dans le contexte actuel de la recherche sur le paludisme, en 
le comparant aux autres modèles existants et aux études menées chez l’homme. Enfin, 
quelques exemples expérimentaux réalisés au Centre International de Recherches Médicales 
de Franceville (CIRMF) au Gabon illustreront le rôle possible des primates africains dans la 
lutte contre le paludisme. 
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A-  SITUATION ACTUELLE DU PALUDISME  

A.1- PRESENTATION ZOOLOGIQUE DU GENRE 
PLASMODIUM  

- Règne animal, sous règne des Protozoaires : ce sont des êtres vivants unicellulaires. 
- Embranchement des Sporozoa (Apicomplexa) : ce sont des parasites dont le cycle 

débute toujours par un germe vermiforme et mobile, appelé sporozoïte. Il est 
également caractérisé par une phase de croissance et de division des noyaux, la 
schizogonie, ainsi que par l’existence de gamètes bien différenciés. 

- Classe des Haemosporidea 
- Super-ordre des Sarcosporidies,  
- Ordre des Haemosporida (Danilevski, 1885) : les micro et macrogamétocytes se 

développent indépendamment ; pas de conoïde ; les microgamétocyte produisent 8 
microgamètes ; le zygote est mobile (ookinète) ; les sporozoïtes sont nus ; 
endodyogénie absente ; hétéroxène ; schizogonie (mérogonie) chez le vertébré ; 
pigment (hémozoïne) visible au microscope optique ; sporogonie chez l'invertébré ; 
transmision par insectes hématophages. 

- sous-ordre des Haemasporina 
- Famille des Plasmodiidae (Mesnil, 1903) : les caractères de la famille sont les mêmes 

que ceux de l'ordre : l'hôte invertébré est un moustique ; il y a une schizogonie dans le 
sang ; les gamétocytes mûrs sont dans les érythrocytes et au cours de la maturation 
dans l'érythrocyte, il y a apparition de pigment malarien. 

- Genre Plasmodium : les gamétocytes mâle et femelle sont de même taille et situés 
dans les érythrocytes ; les mâles produisent un nombre limité (8) de microgamètes ; le 
résultat de la fécondation est un ookinète mobile qui se transforme en oocyste dont la 
taille augmente au cours de la maturation et qui donne naissance à de très nombreux 
sporozoïtes ; la schizogonie (mérogonie) a un développement synchrone chez l'hôte 
vertébré et aboutit à la formation de schizontes présents dans les érythrocytes et dans 
certains autres tissus. 

- Environ 200 espèces qui touchent les reptiles, les batraciens, les oiseaux et les 
mammifères (Grasse, 1953) responsables ou non de maladies chez leurs hôtes. 

 
L’existence de nombreuses espèces de Plasmodium et de nombreux hôtes sont autant 
d’arguments pour la recherche d’un bon modèle animal dans la recherche sur le paludisme. 

A.2-  EPIDEMIOLOGIE DU PALUDISME 

A.2.1-  Importance du paludisme dans la santé publique 

Le paludisme, déjà décrit 2700 ans avant Jésus Christ par les chinois, a souvent modifié 
profondément le cours de l’histoire. Ainsi, la malaria n’est pas étrangère au déclin des 
civilisations grecque et romaine, ni à la chute de l’Empire. Sans elle, le destin d’Alexandre ne 
se serait pas arrêté à l’apogée de sa gloire militaire. La malaria est intimement liée à différents 
événements tels la conquête de Madagascar, la construction du canal de Panama ou encore la 
guerre du Pacifique. 
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Dans le monde, le paludisme représente la 5ème cause de mortalité liée à une maladie 
infectieuse, derrière les maladies respiratoires aiguës (3 millions de décès par an), le SIDA (3 
millions de décès en 2001), les maladies diarrhéiques (2,5 millions de décès par an). Le 
paludisme tue autant que la tuberculose (près de 2 millions de décès par an), le cancer (1,2 
millions de décès en 2002) ou les accidents de la route (1,2 millions de décès en 2002) 
(Organisation Mondiale de la Santé, 2003). 
 
Selon les estimations de l'OMS (Organisation Mondiale de la Santé, 2003; Organisation 
Mondiale de la Santé, 2005): 
 

• entre 2 et 3,2 milliards d'individus, soit près de la moitié de la population mondiale, 
sont exposés au paludisme. 

• 350 à 500 millions nouveaux cas cliniques surviennent chaque année (contre 300 
millions en 1940). Certaines études estiment ces chiffres à 660 millions uniquement 
pour le Plasmodium falciparum (Snow et al., 2005). 

• Le paludisme tue chaque année 1,5 à 2,7 millions de personnes (contre 3 millions en 
1940) dont 600 000 jeunes enfants. 

• 90% des morts résidaient en Afrique. 
• Le paludisme tue une personne toutes les 12 secondes dans le monde. 
• Le paludisme tue un enfant toutes les 30 secondes en Afrique. 
 

Le paludisme touche 107 pays dans le monde (contre 140 dans les années 50), dans toutes les 
régions tropicales et sub-tropicales du globe (sauf dans quelques îles du Pacifique) 
(Organisation Mondiale de la Santé, 2005). L’endémie est particulièrement élevée dans les 
zones tropicales défavorisées d'Afrique, d'Asie et d'Amérique Latine. L'Afrique est, de loin, le 
continent le plus touché avec 90% des cas de paludisme recensés dans ses zones tropicales. 
Des épidémies peuvent également survenir lors de mouvements de populations peu exposées 
au paludisme vers des zones hautement endémiques. 
 
L'Europe connaît aussi des cas de paludisme, dits d'importation. En France par exemple, on 
déplore plusieurs milliers de malades et une vingtaine de décès par an. C’est le pays le plus 
touché d’Europe. La majorité de ces cas survient chez des personnes n'ayant pas suivi de 
prophylaxie lors de leur séjour à l’étranger. Le nombre de cas de paludisme d’importation en 
France est assez corrélé au flux de voyageurs vers les zones d’endémie (près de 3,5 millions 
en 2001). Ce nombre a augmenté régulièrement depuis 1996 (5 000 cas en 1998, 7 000 cas en 
1999 selon la Direction Générale de la Santé) pour se stabiliser en 2001 avec 7 300 personnes 
malades et enfin diminuer de 10% en 2002 (Institut de veille sanitaire, 2003).  
 
Les pays de contamination sont majoritairement situés en Afrique subsaharienne (95 % des 
cas), ce qui explique que plus de 80 % des cas sont dus à Plasmodium falciparum (espèce 
africaine et mortelle). En ce qui concerne les cas importés en France, l’incidence pour        
100 000 voyageurs et par an est en Afrique respectivement 15 à 23 fois plus élevée qu’en 
Amérique du Sud ou en Asie.  
 
Le paludisme est un fléau mondial. Ces données épidémiologiques édifiantes justifient des 
investissements financiers majeurs dans la recherche. 
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A.2.2- Importances relatives des différentes espèces plasmodiales 
humaines 

Quatre espèces de parasites du genre Plasmodium décrites à la fin du XIXème siècle sont 
responsables de la maladie chez l'homme : Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 
Plasmodium ovale et Plasmodium malariae. 
 

- Plasmodium falciparum est l'espèce la plus pathogène et est responsable de 
l’immense majorité des cas mortels. Elle est présente dans les zones tropicales 
d'Afrique, d'Amérique Latine et d'Asie, et elle est dominante en Afrique. 
D’après le rapport 2003 de l’OMS, des signes inquiétants témoignent de 
l'extension du paludisme à P. falciparum à de nouvelles régions et de sa 
résurgence dans des zones où il avait été éliminé (Organisation Mondiale de la 
Santé, 2003). 

- Plasmodium vivax co-existe avec P. falciparum dans le reste du monde et est 
présent dans certaines régions tempérées. P. vivax prédomine en Amérique 
centrale, dans certains pays d'Amérique du sud, au Moyen-Orient et en Inde. 
Ailleurs (Asie du Sud-Est et Indonésie notamment), les prévalences de P. vivax 
et P. falciparum sont proches.  

Les deux dernières espèces plasmodiales, P. malariae et P. ovale, sont beaucoup plus rares. 

- Plasmodium ovale est une espèce principalement trouvée en Afrique de 
l'Ouest ; cette espèce n’est pas mortelle mais peut entraîner des rechutes 4 à 5 
ans après la primo infection. 

- Plasmodium malariae a une distribution mondiale mais très inégale. Elle n'est 
pas meurtrière mais peut entraîner des rechutes jusqu'à 20 ans après la primo 
infection. 
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A.2.3- Epidémiologie mondiale  

A.2.3.1- répartition mondiale du paludisme  

 

 
Figure 1 : incidence estimée des cas cliniques de paludisme (quelle que soit l’espèce) 
résultant d’une transmission locale – moyenne par pays en 2004 (Organisation Mondiale de la 
Santé, 2005) 
 
En France, les zones mondiales sont classées en 3 groupes par le Centre National de 
Référence de l'Épidémiologie du Paludisme d'Importation et Autochtone (C.N.R.E.P.I.A.) 
(voir annexe 3). Les données, publiées dans le bulletin épidémiologique hebdomadaire 
(B.E.H.) (Institut de veille sanitaire, 2003), suivent trois critères : 
 

• présence ou absence de paludisme, 
• espèce de Plasmodium incriminée, 
• degré de résistance de la souche. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

pas de paludisme
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Par ailleurs, l’OMS définit de son côté, selon leur risque, trois groupes de régions en 
constante évolution selon les nouvelles résistances plasmodiales (les recommandations de 
prophylaxie françaises et les données de l’OMS ne se recoupant pas toujours (Droy & J., 
2003)). 
 
 

 
 Risque faible. Régions où le paludisme est présent seulement dans de 
petites zones délimitées. Pas de souche de P. falciparum résistante à la 
chloroquine. 
 Risque intermédiaire, pas de souche de P. falciparum résistante à la 
chloroquine. 
 Risque intermédiaire avec présence de souche de P. falciparum résistante 
à la chloroquine.  
 Risque élevé de souche de P. falciparum résistante à la chloroquine. 

 
Figure 2 : carte de répartition mondiale du paludisme d’après les données OMS 
(Organisation Mondiale de la Santé, 2003) 

 
 
Le paludisme concerne tous les pays et son fléau est en constante évolution : il faut surveiller 
l’apparition de résistances aux traitements et le développement du paludisme dit 
d’importation lié aux possibilités de voyages accrues (paludisme souvent grave car il touche 
des individus non immuns).  
Par ailleurs, chaque région ainsi définie possède un intérêt différent pour la recherche, en 
fonction du type d’individus à qui l’étude s’adresse (immuns ou non) et de la souche 
plasmodiale que l’on souhaite étudier (espèce plasmodiale, éventuelle résistance, etc.). 
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A.2.3.2- liens entre le paludisme et le niveau de vie 

Le paludisme concerne une centaine de pays mais près de 60 % de tous les décès dus au 
paludisme concernent les 20 % les plus pauvres de la population mondiale, ce qui en fait la 
maladie la plus étroitement associée à la pauvreté (Organisation Mondiale de la Santé, 2002).  

 
Le paludisme affecte la santé et la richesse des pays et des personnes. En Afrique aujourd'hui, 
on reconnaît que le paludisme est à la fois une maladie due à la pauvreté et une cause de 
pauvreté. Les économistes attribuent au paludisme un déficit de croissance annuel pouvant 
atteindre 1,3% dans certains pays d'Afrique. 
 
Ainsi, au fil des années, l'écart se creuse entre le PIB des pays selon qu'ils sont touchés ou non 
par le paludisme et c'est la croissance économique de toute la région qui est pénalisée (Sachs 
& Malaney, 2002). 
 
Le problème financier est donc au cœur des préoccupations de la recherche sur le 
paludisme ; les pays les plus touchés n’ont pas les moyens d’apporter leur contribution à la 
recherche et les fonds proviennent de pays peu touchés. Le paludisme ne faisant pas partie 
des priorités de santé publique des pays payeurs, les sommes allouées s’avèrent trop 
aléatoires et insuffisantes (Gallup et al., 1999). 
 
 
 

Figure 3 : estimation de la charge
mondiale d’accès palustres en 1998
(Gallup et al., 1999) 

Figure 4 : estimation de la pauvreté
dans le monde en 1998 (Gallup &
Sachs, 1999) 

Charge croissante de paludisme 

Charge croissante de pauvreté 
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A.3- INFECTION 

A.3.1- Cycle du plasmodium 

Le cycle de Plasmodium sp. comporte une phase sexuée qui se déroule chez l'insecte vecteur, 
l'anophèle femelle, et une phase asexuée observée chez l'hôte intermédiaire vertébré (Figure 
5). 
 

 
 

Figure 5 : cycle du plasmodium  
(avec l’autorisation de Luc Finot, (Finot, 2004)) 

 
L'homme est infecté lors d'une piqûre par une femelle anophèle, qui lui injecte le parasite sous 
forme de sporozoïte. Celui-ci passe dans la circulation sanguine et migre vers le foie. Il 
pénètre dans l’hépatocyte où il se divise pour donner naissance, en quelques jours, à des 
dizaines de milliers de nouveaux parasites : les mérozoïtes.  
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La cellule du foie éclate en libérant ces parasites dans le sang. Les mérozoïtes pénètrent dans 
les érythrocytes et s’y multiplient. Les globules rouges éclatent et les mérozoïtes ainsi libérés 
en infectent de nouveaux. 
 
En parallèle, des cellules sexuées mâles et femelles, les gamétocytes, se forment dans le sang 
du sujet infecté. 
 
Ainsi, lorsqu'un moustique pique un humain infecté, il ingère ces gamétocytes. Ceux-ci se 
transforment en gamètes et leur fécondation engendre un œuf. L’œuf migre vers les glandes 
salivaires du moustique et se différencie en sporozoïte.  
 
Un nouveau cycle peut alors commencer.  
 
L’infection de ce parasite est complexe : parasite dixène, existence de plusieurs stades du 
protozoaire vivant dans des parties différentes de ses hôtes, existence de nombreuses phases 
intracellulaires, etc. La recherche sur le paludisme devra donc explorer chaque stade de vie 
du parasite pour mieux le cerner. 

A.3.2- Epidémiologie de la transmission 

Le paludisme est une anthropozoonose, avec 3 modes de transmission possible : 
- piqûre d'une anophèle infectée, 
- inoculation lors de transfusions (sang de donneur infecté) et de piqûres  
(matériel ayant précédemment servi à des patients infectés), 
- transmission de la mère à l’enfant. 

 
En outre, trois types de conditions doivent être remplies pour qu’il y ait paludisme : des 
conditions concernant la vie de l’anophèle, des conditions de transmission et des conditions 
concernant l’homme (Duriez, 2002). 

1- La condition nécessaire pour la pullulation des anophèles est la présence d’eau 
(indispensable au développement larvaire et nymphal). Cette condition est 
remplie toute l'année dans les régions humides (tropiques, équateur). 

2- La condition nécessaire à la transmission du paludisme est une température 
minimale continue. Suivant les cas, soit la transmission sera continue toute 
l'année et entraînera un état immun, soit elle sera saisonnière, soit encore elle sera 
intermittente, auquel cas il n'y aura pas d'installation d'état immun. 

3- Concernant l’humain, il existe des éléments favorables à la transmission qui 
entraînent un caractère aggravant du paludisme :  

 déficience grave en glucose-6-phosphate deshydrogénase (G6PDH) liée 
à un risque hémolytique et à une contre-indication au traitement par la 
chloroquine et la primaquine), 

 déficit immunitaire (SIDA (Grimwade et al., 2004), enfants de 3 mois à 
2 ans, splénectomie, etc.) 

 grossesse (perte d’immunité surtout pour les premières grossesses) 
 

En revanche, le déficit en G6PDH sans hémolyse ou la présence d'hémoglobine 
S (drépanocytose) entraîne une protection contre l’infection à P. falciparum en 
diminuant la possibilité de paludisme sévère (Pasvol et al., 1978). Il en est de 
même pour l’hémoglobine F (alpha-thalassémie), mais de façon plus 
controversée (Williams et al., 1996; Allen et al., 1997; Mockenhaupt et al., 
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2004). Les personnes de groupe Duffy négatif seraient quant à elles plus 
résistantes à P. vivax (Miller et al., 1976). D’autres facteurs génétiques liés aux 
globules rouges (Pathirana et al., 2005) ou à l’immunité (complexe HLA) 
exercent une influence sur le plasmodium, mais sans doute dans une moindre 
mesure. Enfin, des facteurs non génétiques, comme un régime exclusivement 
lacté déficient en acide para-aminobenzoïque ou une malnutrition protéique, 
entraîneraient une relative protection vis-à-vis du paludisme. 

 
L’épidémiologie de transmission du paludisme est elle aussi complexe : facteurs génétiques 
protecteurs ou aggravants, facteurs économiques et sociaux, facteurs climatiques, etc. Tous 
ces facteurs sont autant de difficultés difficilement maîtrisables. 

A.3.3- Clinique  

Les symptômes du paludisme peuvent apparaître à partir de 7 jours après une piqûre 
infectante, mais la maladie peut demeurer latente pendant plusieurs semaines. 
 

Cycle durée symptomatologie 

passage dans la circulation 
sanguine 30 minutes 

cycle dans le foie 5 à 12 jours  
5 à 7 pour P. falciparum 

cycle dans le globule rouge quelques jours 

phase asymptomatique 

éclatement du globule rouge quelques heures apparition des symptômes 
 
Tableau 1 : chronologie des évènements chez l’humain après la piqûre par une femelle 
anophèle infectée (Site portail de la Guyane) 
 
Les signes ne sont pas spécifiques : fièvre d'apparition brutale (39 à 40 °C), grands frissons, 
fatigue, courbatures, maux de tête, troubles digestifs (diarrhée, douleurs abdominales, surtout 
chez l'enfant).  
 
Contrairement aux notions classiques, la fièvre est plus souvent continue qu'intermittente. Il 
n'est donc pas possible de faire le diagnostic de paludisme sur ces éléments cliniques, que l'on 
retrouve dans beaucoup de maladies infectieuses, notamment virales. Seul un examen 
sanguin, réalisé dans un laboratoire ayant l'expérience du diagnostic de cette parasitose, 
permet de confirmer le paludisme.  
 
Enfin, chaque espèce plasmodiale présente des particularités quant à leurs tableaux cliniques. 

A.3.3.1- particularités de Plasmodium vivax  

• fièvre tierce bénigne (cycle sanguin en 48h) ; 
• exceptionnel dans la race noire ; 
• paludisme bénin avec rechutes pendant 2 années dues à l’existence 

d’hypnozoïtes hépatiques ; 
• paludisme viscéral évolutif si infestations répétées : fébricule permanent avec 

poussées irrégulières de fièvre, splénomégalie, amaigrissement et anémie. 
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A.3.3.2- particularités de Plasmodium ovale  

• fièvre tierce bénigne (cycle sanguin en 48h) ; 
• localisation essentiellement africaine, notamment dans les pays de la côte ouest 

de l'Afrique Centrale ; 
• clinique voisine de celle de P. vivax : paludisme bénin avec rechutes ; 
• rechutes pendant 5 ans au maximum dues aux hypnozoïtes hépatiques. 

A.3.3.3- particularités de Plasmodium malariae  

• phase d'état : fièvre quarte bénigne (cycle sanguin en 72h) ; 
• recrudescence jusque 10 à 20 ans ou plus par réactivation de formes 

érythrocytaires latentes (pas d'hypnozoïtes) ; 
• complication : néphropathie quartane (immunopathologie par dépôt de 

complexes immuns qui entraîne une insuffisance rénale grave). 

A.3.3.4- particularités de Plasmodium falciparum  

• prédomine sur le continent africain ; 
• fièvre tierce maligne (cycle sanguin en 48h) ; 
• c’est la seule espèce susceptible d'entraîner le décès du patient par paludisme 

grave dit aussi "pernicieux" (Gachot et al., 2001).  
Ce sont les enfants qui en sont le plus souvent atteints. Les femmes enceintes en 
zone d'endémie et le voyageur sans immunité anti-palustre sont également 
susceptibles de présenter cette pathologie.  
Il se présente chez le grand enfant sous forme d’un neuropaludisme, et chez le 
petit enfant plutôt sous forme d’une anémie grave (Saissy et al., 2003). 
L’encéphalopathie se manifeste avec une fièvre élevée, des troubles 
neurologiques, des convulsions, un coma, souvent une hépatomégalie, une 
insuffisance rénale, une anémie et une thrombopénie. Les hématies parasitées 
sont séquestrées au sein des micro-vaisseaux cérébraux et d’autres organes. Le 
mécanisme précis de ce phénomène de cytoadhérence et de séquestration est 
encore mal connu, mais les plaquettes semblent jouer un rôle important 
(Wassmer et al., 2003a).  
Sans traitement, l’évolution est fatale en quelques jours dans 30% des cas. Le 
patient peut également présenter des séquelles neurologiques définitives, 
surtout chez l'enfant.  

• A l'inverse, un accès simple de paludisme à P. falciparum traité tôt et 
correctement guérit toujours (Gachot & Pays, 2002), et définitivement dans 
l'immense majorité des cas (sauf bien sûr si le patient est à nouveau exposé au 
risque, c'est-à-dire retourne ou séjourne en zone impaludée).  

 
Le tableau clinique diffère selon l’espèce plasmodiale incriminée. La recherche sur le 
paludisme devra tenir compte de ces différentes pathologies, d’une part pour être plus ciblée 
et donc plus efficace, d’autre part parce que toutes les espèces ne sont pas aussi menaçantes 
que P. falciparum. Ainsi, la clinique moins spectaculaire de P. vivax, qui est pourtant aussi 
répandu que P. falciparum, le relègue bien derrière ce dernier pour les efforts de recherches 
(Mendis et al., 2001). 
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A.3.4- Diagnostic 

A.3.4.1- diagnostic clinique  

Les symptômes d’appel sont une fièvre et/ou un syndrome grippal, 8 jours ou plus après 
l'arrivée en pays d'endémie, souvent atypiques (Duriez, 2002). 

A.3.4.2- diagnostic direct : mise en évidence du parasite, de ses composants 
ou de ses produits 

Le diagnostic est le même, quelle que soit l’espèce plasmodiale, et est facile à 
réaliser.Toutefois, le diagnostic de l'espèce est ensuite indispensable en raison du risque de 
neuropaludisme lié à P. falciparum. L’identification se fait sur frottis mince et/ou goutte 
épaisse (les deux pouvant être réalisés sur une même lame) colorés au Giemsa. Le coût de 
cette méthode est de l’ordre du centime d’euro par test (Lema et al., 1999). 
 
Il faut d’abord prélever une goutte de sang à l’aide d’une aiguille ou d’une lancette sur le 
doigt ou l’oreille préalablement désinfecté. Dans l’idéal le sang devra être pris en phase 
ascendante d’hyperthermie. On dépose la goutte épaisse et on réalise le frottis mince sur une 
même lame puis on laisse sécher. Il est préférable de fixer le frottis mince au méthanol absolu 
dès qu’il est sec. 
 
La coloration s’obtient idéalement après 45 minutes dans du Giemsa à pH 7,25. Lorsque le 
temps est compté (par exemple lors de diagnostic sur un animal anesthésié), on peut doubler 
la concentration de Giemsa et réduire le temps de trempage à 15 minutes. En deçà de cette 
durée, la lecture est moins bonne. 
 
Quand un grand nombre de gouttes épaisses doivent être colorées, le colorant de Field est 
indiqué parce que son effet est plus rapide (quelques secondes) (Noland et al., 2003) ; le 
cytoplasme de l'hématie parasitée est rose (annexe 4). 
 
L’observation de la goutte épaisse doit durer au moins 5 minutes, ce qui correspond à environ 
100 champs observés. Dans le même principe, on ne peut déclarer un frottis négatif avant 15 
minutes de lecture attentive. Un exemple de frottis négatif et un exemple de frottis positif sont 
présentés en annexe 5. 
 
Il est également important de chiffrer la parasitémie (en % d'hématies parasitées ou en nombre 
de parasites/μL) pour évaluer le risque de neuropaludisme dans le cas de P. falciparum : 

- on peut compter le nombre de globules rouges parasités parmi 10 000 globules 
rouges pour obtenir ainsi une parasitémie exprimée en pourcentage ; 

- on peut aussi, plus rapidement, compter le nombre de globules rouges infectés 
parmi 100 globules blancs. Il faut ensuite multiplier ce chiffre par 80 (car on 
considère une moyenne de 8000 leucocytes/μL) pour obtenir une 
approximation de la parasitémie exprimée en nombre de parasites par 
microlitre. Cette méthode est bien sûr faussée si une autre infection est 
présente simultanément en raison de l’éventuelle leucocytose associée. 

 
Encadré 1 : Technique d’identification sur frottis mince et goutte épaisse 
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L’examen de la goutte épaisse doit constituer la première étape étant donné qu’elle présente 
l’avantage de concentrer 20 fois plus de parasites qu’un frottis mince (détection de 20 
parasites par microlitre). L’inconvénient est que les parasites peuvent paraître déformés, 
rendant leur identification difficile. Si la présence de parasites est détectée, l’espèce devra 
alors être identifiée par l’examen du frottis mince. 
 

Quantitative Buffy Coat malaria test (QBC) : coloration fluorescente des acides 
nucléiques par l'acridine orange ; ce test semi-quantitatif ne permet pas le diagnostic 
d’espèce.  

Méthode facile, rapide, mais chère (environ 5 euros par test, (Lema et al., 
1999)). 

 
Polymerase Chain Reaction (PCR) : possibilité de détection de 1 plasmodium dans 10 
ml de sang.  

Test très sensible mais compliqué et cher. 
 

Recherche d'antigènes circulants utilisation d’anticorps monoclonaux anti 
plasmodium (techniques IFI ou ELISA ) 

• Parasight F et ICT Malaria Pf : recherche de l’antigène HRP-2 (histidine-
rich protein-2) spécifique de P. falciparum.  

Test facile, sensible, spécifique, mais cher (d’environ 1 euro en 
Ouganda à 8 euros en Europe (Singh & Shukla, 2001)). 

• ICT Malaria Pf/Pv : détecte l’antigène HRP2 de P. falciparum et un 
antigène commun aux 4 espèces de Plasmodium.  

• OptiMAL : recherche de LDH (lactate deshydrogénase) spécifique du 
parasite ; la nouvelle version d’OptiMal permet de faire le diagnostic des 4 
espèces plasmodiales (VanderJagt et al., 2005). 

Test simple, sensible (seuil de 50-100 parasites/μL), spécifique, mais 
cher (environ 1,50 euro (Lab.shoklo-unit, 2002)). 

 
Encadré 2 : autres techniques de diagnostic direct nécessitant plus de matériel et de 
technicité 

A.3.4.3- diagnostic indirect : recherche d'anticorps sériques 

Il existe plusieurs techniques qui sont assez compliquées et chères ; du fait du délai 
d’apparition et de la persistance des anticorps, mais aussi de la possibilité de réactions 
croisées, le diagnostic indirect n’est pas intéressant dans une démarche purement 
diagnostique.  
 
Cependant il est utile dans les cas suivants :  

- en cas de parasitémie nulle et de fièvre d'origine inconnue, 
- en cas de prise d'antipaludique préalable à la démarche diagnostique, 
- en cas de surveillance post thérapeutique, 
- dans le cas de donneurs de sang (risque de paludisme transfusionnel pour le 

receveur), 
- lors d'enquêtes épidémiologiques. 
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Les techniques de diagnostic direct s’utilisent pour toutes les espèces plasmodiales et pour 
tous les hôtes de plasmodium. Dans le cadre de la recherche sur primates, les kits QBC et les 
gouttes épaisses sont très couramment utilisées en diagnostic direct. Les sérologies sont 
également faciles pour les chimpanzés pour lesquels on utilise les mêmes réactifs que les 
humains. 

A.3.5- Thérapeutique  

Le choix du traitement dépend avant tout de la gravité et ces critères de choix sont déterminés 
par l’OMS.  
La liste des noms déposés disponibles en France et dans quelques autres pays est consultable 
en annexe 6. 

A.3.5.1- molécules disponibles 

On peut classer ces médicaments en fonction de leur cible : 
 

• les schizonticides à action rapide 
 Quinine  
 Amino 4 quinoléines : Chloroquine, Amodiaquine  

 
• les schizonticides à action lente 

 antifoliques : Dapsone, Sulfadiazine  
 antifoliniques : Proguanil, Pyriméthamine  
 association Pyriméthamine-Sulfadoxine  
 antibiotique : Doxycycline  

 
• les schizonticides de découverte plus récente 

 Méfloquine 
 association Pyriméthamine-Sulfadoxine-Méfloquine  
 Halofantrine  
 Artémisinine et ses dérivés  
 Pyronaridine (extrême-orient uniquement) 

 
• les gamétocytocide ou hypnozoïtocide 

 Amino 8 quinoléine : Primaquine (pays anglo-saxons uniquement, très 
efficace mais dotée d'une toxicité élevée, surtout vis-à-vis de certains sujets 
africains.) 

 
La gamme d’antipaludiques disponibles est assez réduite. Un des objectifs de la recherche sur 
le paludisme est donc le développement de nouvelles thérapeutiques. 

A.3.5.2- schémas thérapeutiques 

Les molécules utilisables contre le paludisme sont malheureusement peu nombreuses et la 
plupart d’entre elles possède une certaine toxicité (Taylor & White, 2004). Ces effets 
secondaires vont du simple prurit engendré par la chloroquine aux accidents cardiovasculaires 
possibles avec la quinine et l’halofantrine ou aux troubles neuropsychiatriques sévères liés à 
la méfloquine.  
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Leur emploi doit donc être raisonné et tenir compte de plusieurs points : 
 

 le coût local et la disponibilité des médicaments antipaludiques, 
 la gravité de l’accès palustre, 
 l’espèce plasmodiale incriminée, 
 la région où la maladie a été contractée (par exemple pour la situation de la résistance 

de P. falciparum aux antipaludiques), 
 la chimioprophylaxie antécédente,  
 les allergies connues,  
 les maladies concomitantes,  
 l'âge et l'état de grossesse (Stauffer & Fischer, 2003), 
 les chances d'acceptabilité du traitement par le patient,  
 le risque de nouvelle exposition au paludisme après le traitement. 

 
Malgré cela, on estime globalement qu’environ 1% des sujets atteints par P. falciparum 
meurent de la maladie (Organisation Mondiale de la Santé, 2003). 
 
La recherche sur le paludisme comporte un important volet recherche et développement. Du 
fait de la toxicité de la plupart des antipaludiques, les essais avant la mise sur le marché 
d’une nouvelle molécule doivent être très rigoureux et la pharmacovigilance assidue. 

A.3.6- Prophylaxie 

Le paludisme est transmis par la piqûre d’anophèle, la prévention du paludisme passe donc 
d’abord par la lutte contre les piqûres de moustiques (évitant aussi la transmission d'autres 
maladies, comme la dengue transmise par des ædes ou l'encéphalite japonaise transmise par 
les culex) (Droy et al., 2003).  
 
Ensuite, la prévention passe par la prise d’une chimioprévention adaptée. 
 
Les recommandations sanitaires pour les voyageurs (Institut de veille sanitaire, 2003; 
Organisation Mondiale de la Santé, 2003) découlent du découpage mondial vu précédemment 
en quatre groupes. 
 

• Séjour dans un pays du groupe 0 (zones sans paludisme) : pas de chimioprophylaxie. 
• Séjour dans un pays du groupe 1 (zones sans chloroquinorésistance) : chloroquine  
• Séjour dans un pays du groupe 2 (zones de chloroquinorésistance) : association de 

chloroquine-proguanil ou association atovaquone-proguanil 

• Séjour dans un pays du groupe 3 (zones de prévalence élevée de chloroquinorésistance 
ou multirésistance) : méfloquine ou association atovaquone-proguanil (si intolérance à 
la méfloquine, monohydrate de doxycycline)  

De même que pour le traitement du paludisme, la gamme des produits utilisés en prévention 
est limitée et les risques toxiques sont élevés. Il est donc important de chercher à développer 
de nouvelles molécules et/ou un vaccin contre le paludisme, notamment pour les pays situés 
en zone 3. 
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B- THEMATIQUES DE RECHERCHE SUR LE PALUDISME  

Dans le cadre de ce travail la recherche concernant les anophèles ne sera pas abordée. 

En un siècle de recherche, quatre prix Nobel ont été attribués à des travaux concernant le 
paludisme : 

- Sir Ronald Ross (1902) : cycle biologique du parasite paludéen chez 
l’anophèle ; 

- Alphonse Laveran (1907) : découverte du parasite dans le sang humain ; 
- Julius Wagner-Jauregg (1927) : traitement pour une réduction des troubles 

psychiatriques à partir de l'inoculation du paludisme ; 
- Hermann Muller (1948) : utilisation du DDT comme insecticide. 

B.1- PROBLEMATIQUE : LA COMPLEXITE INSOUPÇONNEE 
DU PALUDISME 

Une vague d’optimisme a envahi les esprits dans les années 60-70. Le problème semblait 
simple, il suffisait de développer l’usage de la quinine et des insecticides en attendant 
l’arrivée proche du vaccin. 
 
Malheureusement, au fur et à mesure des recherches, les scientifiques ont découvert l’extrême 
complexité du paludisme et les dernières décennies nous offrent une réalité alarmante : 
 

- augmentation des épidémies de paludisme (Tyagi, 2004) ; 
- accroissement de la mortalité depuis trente ans (Sitalakshmi et al., 2003), y 

compris en Afrique subsaharienne ; 
- augmentation de cas de résistance de P. falciparum (May & Meyer, 2003) ; 
- réémergence de P. vivax dans des zones où il avait été éradiqué, comme le 

Caucase et l’Asie Centrale (Sharma, 1996; Povoa et al., 2003 ) ; 
- augmentation des cas de paludisme d’importation dans les pays développés 

(Harling et al., 2004). 
 
Aujourd’hui, le vaccin tant espéré n’est toujours pas disponible et les traitements doivent se 
renouveler pour faire face aux mutations du parasite.  
 
Désormais la seule certitude est qu’il n’y a pas de solution unique et miraculeuse pour 
éradiquer le paludisme. On sait d’une part qu’il s’agira d’une lutte sur plusieurs fronts et 
d’autre part que cette lutte n’aboutira pas nécessairement à la disparition du paludisme, mais 
plutôt à une atténuation de ses méfaits. 

B.1.1- La complexité du plasmodium : polymorphisme et 
apparitions de résistance 

Avec les anti-pyrétiques, les anti-paludiques sont les molécules les plus utilisées dans les 
régions tropicales. L’emploi massif de traitements dans les cinquante dernières années a 
provoqué une importante pression de sélection sur le plasmodium.  
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Les niveaux de chimiorésistance des souches plasmodiales sont évalués après un traitement 
correctement suivi (Institut de veille sanitaire, 2003). Les souches de Plasmodium isolées des 
patients sont alors classées en S, R1, R2 et R3 : 

- S : disparition complète des formes sanguines sans réapparition (sensible) ; 
- R1 : disparition des formes sanguines en 1 semaine, réapparition avant 1 mois ; 
- R2 : diminution du nombre des formes sanguines ; 
- R3 : aucune diminution du nombre des formes sanguines. 

  
Aujourd’hui on observe de nombreuses souches de P. falciparum résistantes aux 
antipaludiques, en particulier en Asie du Sud-Est et de plus en plus en Afrique (annexe 3). 
L’émergence de ces résistances est une des causes majeures de résurgence du paludisme de 
ces trois dernières décennies (Marsh, 1998) et sans doute la principale cause du doublement 
de mortalité infantile par paludisme en Afrique de l’Est et du Sud (Korenromp et al., 2003). 
 
Ces résistances continuent de progresser, non seulement de façon géographique mais aussi par 
rapport aux molécules : 
 

- les premières résistances ont concerné la quinine (Nussenzweig et al., 1967) et 
s’étendent aujourd’hui aux nombreux pays des zones 2 et 3 (Le Bras & 
Durand, 2003).  

- Une autre molécule de première intention, la chloroquine, a entraîné une 
chimiorésistance dans presque tous les pays impaludés (Ndyomugyenyi et al., 
2004; Abdel-Aziz et al., 2005). 

- Les résistances aux molécules de deuxième intention sont aussi fréquentes : les 
résistances à l’association sulfadoxine-pyriméthamine se sont répandues 
rapidement et largement (Ahmed et al., 2004). 

- Les résistances à la méfloquine (Ramharter et al., 2004) sont encore localisées 
à certaines zones asiatiques où elle a été largement utilisée (Nosten et al., 
2000). 

- Des résistances à l'halofantrine (Ndong et al., 2003) sont observées depuis une 
quinzaine d’années. 

- On rencontre également régulièrement des cas de résistance à l’association 
atovaquone-proguanil (Muehlen et al., 2004). 

 
Les résistances de P. vivax sont moins étudiées. Il existe une résistance à la chloroquinine 
depuis 15 ans dans la région indonésienne et depuis peu sud-américaine (Ruebush et al., 
2003) et à l’association sulfadoxine-pyrimethamine de façon plus répandue (Pukrittayakamee 
et al., 2004). D’autre part, l’effet de la primaquine semble décroître, en particulier en Océanie.  
 
L’étude de ces résistances a bénéficié des progrès de la biologie moléculaire de ces vingt 
dernières années. L’apparition d’une résistance procède de deux évènements : tout d’abord un 
« accident » génétique qui produit un mutant résistant, puis le processus de sélection par 
lequel le mutant possèdera un avantage face à la molécule antipaludique. Ce processus 
favorise alors sa transmission et ainsi l’extension de la résistance (White & Pongtanornpinyo, 
2003). 
 
A ce jour, les mécanismes exacts et complets d’apparition de ces résistances sont encore 
débattus ou inconnus. Il faudra décrypter les quelques 5000 gènes et anticiper le haut degré de 
polymorphisme antigénique du plasmodium pour espérer pouvoir un jour devancer ses 
mutations (Hayton & Su, 2004). 
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B.1.2- La complexité de la relation hôte-parasite 

La complexité du paludisme n’est malheureusement pas une exception, puisqu’il n'existe 
actuellement aucun vaccin efficace dans le domaine de la parasitologie humaine.  
 
En premier lieu il faut atteindre le parasite au sein de son hôte alors que le plasmodium est 
souvent intracellulaire.  
 
Par ailleurs, on ne connaît pas bien les mécanismes de l’immunité liée au paludisme : on 
connaît l’existence d’un état de « prémunition » qui correspond à une protection contre la 
maladie (et non contre le parasite), mais on ne sait malheureusement pas reproduire cet état. 
 
On s’est d’abord beaucoup intéressé à l’immunité acquise. Les facteurs humoraux ont été très 
étudiés, dans l’espoir de développer une sorte de sérum antipaludique, mais sans succès.  
 
Il semble désormais évident que les cellules immunocompétentes circulantes, bien que 
fonctionnelles, ne reflètent pas la réalité des mécanismes immunologiques de défense mis en 
jeu par l'homme contre P. falciparum (ou n’en reflètent qu'une partie infime) ; l’immunité 
innée joue elle aussi un rôle important (Stevenson & Riley, 2004).  
 
Ainsi, actuellement les facteurs humoraux sont surtout utilisés pour tester les antigènes 
candidats pour un futur vaccin (Garraud et al., 2003) mais beaucoup moins dans l’espoir de 
développer une protection. 
 
La complexité de cette immunité a deux conséquences sur le développement d’un futur 
vaccin :  

- la première est d’ordre général : le choix des antigènes candidats doit se faire 
de façon parfois empirique et les prédictions in vitro sont souvent éloignées 
des résultats in vivo.  

- La seconde conséquence concerne les régions endémiques, c’est-à-dire les 
populations immunes : il est difficile mais indispensable d’intégrer les 
conditions particulières rencontrées sur le terrain pour l’élaboration d’un 
vaccin. 

B.1.3- Le coût des recherches 

Le paludisme ne tue presque que dans les pays en voie de développement (Gallup et al., 1999) 
et l’implication des pays riches est encore insuffisante.  

Par ailleurs, on ne peut que déplorer l'hésitation des industries pharmaceutiques à investir 
dans ces projets. En 1990, alors que les dépenses globales consacrées à la recherche sur le 
paludisme représentaient 65 dollars par victime, elles s'élevaient à 789 dollars dans le cas de 
l'asthme et à 3 274 dollars dans celui du sida.  

La recherche dans le domaine des maladies tropicales a été la principale victime des fusions 
observées dans l'industrie pharmaceutique au cours des dix dernières années, les firmes 
tendant à concentrer leurs ressources sur des domaines restreints mais potentiellement plus 
profitables (Bouguerra, 1998). 
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Des exceptions voient cependant le jour, comme le prouve le récent accord de collaboration 
entre la fondation DNDI (Drugs for Neglected Diseases Initiative créée en 2003) et Sanofi-
Aventis pour le développement d’un nouveau médicament contre le paludisme à un prix cible 
inférieur à 0,8 euro. Il s’agit d’une combinaison à dose fixe d’artésunate et d’amodiaquine à 
un prix moins élevé que les autres combinaisons actuellement disponibles.  
Ce médicament devrait pouvoir être mis à la disposition des malades dans le courant 2006.  
 
De son côté, en 1998, l’OMS présentait le projet Roll Back Malaria (Faire Reculer le 
Paludisme). Son objectif est de diminuer de moitié la mortalité liée au paludisme d’ici 2010 et 
encore de moitié d’ici 2015. Au départ, il était estimé qu’il faudrait environ 1,6 milliards 
d’euros annuels pour réaliser ce plan (Narasimhan & Attaran, 2003). En 2005 ces estimations 
étaient passées à 2,6 milliards d’euros par an pour lutter de manière efficace contre le 
paludisme dans les 82 pays où la charge de morbidité est la plus forte.  
 
En 2005 donc, malgré un effort de 480 millions fournis pour la lutte contre cette maladie, ces 
fonds restent très insuffisants. La Banque Mondiale a récemment annoncé un plan visant à 
fournir 400 à 800 millions d’euros au cours des cinq années à venir, ce qui permettra 
simplement d’améliorer la couverture préventive et thérapeutique essentielle (Organisation 
Mondiale de la Santé, 2005).  

B.2- GRANDS AXES DE RECHERCHE SUR LE PALUDISME 

Pour faire face à un problème aussi complexe que celui du paludisme, la recherche doit être 
pluridisciplinaire et profiter des derniers progrès dans chaque domaine. 

B.2.1- Etude du génome du parasite  

L’étude du génome du parasite est à la base de nombreuses applications, si ce n’est de toutes 
les recherches actuelles sur le paludisme (Hemingway & Craig, 2004). En effet, connaître les 
gènes et leur expression permet : 

- de comparer des parasites à d’autres (de même espèce, de même genre ou de 
même embranchement) pour mieux comprendre l’histoire et l’évolution du 
paludisme, 

- de détecter le parasite (test diagnostique par recherche d’ADN parasitaire chez 
un individu, épidémiologie à l’échelle d’une population), 

- de comprendre ses relations avec son hôte (échappement à l’immunité d’un 
individu, apparition de résistances aux traitement à l’échelle individuelle ou 
planétaire), 

- de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques et prophylactiques 
(antipaludiques, vaccin, thérapie génique, etc.). 

B.2.1.1- techniques d’étude  

a- la PCR 

Mise au point en 1985, cette technique a connu le développement le plus rapide et le plus 
spectaculaire de la biologie. Les progrès en PCR (Polymerase Chain Reaction) ont été 
déterminants pour l’étude du genre Plasmodium. 
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En général, une des limites d’utilisations de la PCR pour tester la présence d’agent pathogène, 
est qu’elle n’amplifie pas seulement des fragments d’organismes vivants, mais aussi de 
simples débris d’ADN. Dans le cadre du paludisme, il semble cependant que seuls des 
parasites viables puissent être détectés par PCR (Jarra & Snounou, 1998). 

b- le séquençage 

La très grande majorité des séquences réalisées et publiées aujourd'hui sont réalisées sur des 
séquenceurs automatiques. Ceux-ci sont capables de réaliser les réactions de séquence 
(technique proche de la PCR mais les brins synthétisés sont de longueurs différentes), puis de 
les lire. Le développement des séquenceurs automatiques récent a permis un gain de temps 
appréciable et une baisse considérable du coût de revient.  

B.2.1.2- principaux résultats 

La séquence génomique de P. falciparum a récemment été publiée : le génome a été analysé, 
le polymorphisme de l’ADN, les ARN messagers ainsi que le profil d’expression des 
protéines sont étudiés (Gardner et al., 2002). Les chercheurs ont surmonté d'importants 
obstacles techniques avant de parvenir à leurs fins, notamment la difficulté de découpage de 
l’ADN du parasite. En effet, peut-être à cause de sa composition peu ordinaire (richesse en 
A+T), le matériel génétique de Plasmodium ne peut être sectionné en morceaux de longueur 
différente, il se rompt seulement en de très petits morceaux. 
 
Dans le même temps, un séquençage a été effectué chez l’anophèle et chez l’humain 
(Hoffman et al., 2002).  
 
Cette banque de données extraordinaire n’est pas encore complètement exploitée mais elle 
oriente déjà les stratégies vaccinales (Carucci, 2005). On peut espérer que ce travail 
permettra également bientôt une meilleure compréhension des interactions vecteur-humain et 
hôte-parasite. 

B.2.2- Développement de la transgénèse 

B.2.2.1- principe 

La transgenèse consiste à ajouter un gène étranger au génome d'un organisme vivant ou au 
contraire à remplacer très précisément un gène endogène par un autre gène. Cette dernière 
opération, qui implique la mise en oeuvre d'un processus de recombinaison homologue, peut 
conduire en pratique à l'inactivation ou à la mutation d'un gène chez l'animal. Elle permet tout 
aussi bien de remplacer un gène donné par un tout autre gène.  
 
Un gène peut être transféré in vivo dans les seules cellules somatiques et on procède alors à 
une thérapie génique. Le gène peut également être transféré dans les cellules germinales, on 
obtient alors des lignées d'animaux transgéniques. 
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B.2.2.2- applications 

Quatre applications sont possibles, selon l’organisme modifié : 
 

i. production d’un ou plusieurs gènes vaccinaux, par un microorganisme, par une 
plante ou dans le lait d’un mammifère transgénique (Stowers et al., 2002a) ;  

ii. production de parasites vaccinaux déplétés de leurs gènes de pathogénicité 
(Carvalho & Menard, 2005; Mueller et al., 2005) ; 

iii. étude du rôle de certains gènes chez le parasite (Ozwara et al., 2003a; Healer et 
al., 2004), l’hôte (Tsuji & Zavala, 2003) ou le vecteur du paludisme 
(Catteruccia et al., 2003; Moreira et al., 2004) ; 

iv. vaccination génétique dans un futur plus ou moins proche : transférer aux 
animaux des gènes qui confèrent de manière définitive une résistance 
constitutive ou induite à des maladies données.  
Deux voies sont possibles :  

 la première, déjà utilisée, consiste à injecter dans les cellules 
musculaires de l’hôte le gène codant pour l’antigène parasitaire afin 
que celles-ci produisent elles-mêmes l’antigène vaccinal (vraie 
vaccination à ADN nu) (Epstein et al., 2004) ; 

 la seconde voie, plus futuriste, consisterait à injecter à l’hôte 
directement un gène de résistance. Ces gènes de résistance agiraient 
indépendamment du système immunitaire et l'effet de protection ne 
serait donc pas au sens strict le résultat d'une vaccination. Les gènes de 
résistance pourraient être des gènes naturels identifiés chez les 
individus d'une espèce animale naturellement résistants à la maladie ou 
être ceux qui codent pour des anticorps monoclonaux.  

B.2.3- Phylogénie des plasmodiums 

Cette discipline découle directement des techniques vues précédemment puisqu’il s’agit de 
comparer différentes séquences d’ADN entre elles. 

B.2.3.1- intérêts de la phylogénie 

On peut distinguer trois niveaux d’études phylogénétiques : 
• la place du genre Plasmodium parmi les autres Apicomplexa ou même parmi les 

Protozoaires, 
• études comparatives de différentes espèces du genre Plasmodium, 
• le polymorphisme au sein de l’espèce P. falciparum. 

 
Les intérêts et les applications de cette discipline sont multiples (Rich & Ayala, 2003) :  
 

 répertorier, avec d’autres méthodes que l’observation directe, les 
différentes espèces plasmodiales (Perkins, 2000) ; 
 retracer l’histoire des plasmodiums humains afin de mieux comprendre ce 

qu’ils sont aujourd’hui (par exemple en mettant en parallèle l’augmentation 
actuelle des cas de paludisme et celle d’il y a 10 000 ans) (Hartl, 2004) ; 
 déterminer le point de divergence des plasmodies humaines dans un but 

anthropologique (Conway & Baum, 2002; Carter, 2003 ) ; 
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 comparer, à un moment donné, les différentes souches plasmodiales 
présentes au sein d’une population pour mieux en appréhender 
l’épidémiologie (Cui et al., 2003) ; 
 chercher le meilleur modèle pour remplacer le plasmodium humain, par 

exemple en cherchant une homologie de séquences vaccinales (Janssen et 
al., 2002) ou au contraire, en contrebalançant les ressemblances 
biologiques (Kissinger et al., 1998) ; 
 comparer l’arbre obtenu avec les plasmodies à l’arbre de leurs hôtes 

naturels pour étudier les mécanismes de coévolution de l’hôte et de son 
parasite ; 
 évaluer le risque de mutation d’un gène candidat pour un vaccin (Wolfe et 

al., 1998) ; 
 choisir un produit de gène ou une voie métabolique très conservée comme 

cible de nouveaux médicaments afin de ralentir l’apparition de résistance 
(Wolfe et al., 1998). 

B.2.3.2- principe de la phylogénie 

En fonction du niveau de comparaison que l’on souhaite effectuer on choisit différents types 
de gènes : 
Pour construire un arbre phylogénétique de l’ensemble des Protozoaires : 
 on peut utiliser les gènes d’enzyme communes, comme la dihydrofolate reductase-

thymidylate transferase (O'Neil et al., 2003) ; 
 on peut également s’intéresser à l’évolution de gènes précis, comme les gènes 

extrachromosomaux, au sein de ces groupes pour mieux en appréhender le rôle 
(Gardner et al., 1994; Vinkenoog et al., 1995). 

 
Pour une étude des 200 espèces du genre Plasmodium ces deux objectifs se retrouvent :  
 comparaison des régions codantes et non-codantes de deux espèces plasmodiales, 

assez éloignées pour mieux comprendre les « pressions d’évolution » qui se sont 
exercées (Castillo-Davis et al., 2004) et aussi l’éventuel rôle des introns (Pizzi & 
Frontali, 1999) ; 

 comparaison des gènes communs (ou des parties de gènes), assez bien conservés entre 
les différentes espèces et peu sujets à la pression de sélection liée à l’immunité 
(Kedzierski et al., 2002).  
Les trois gènes classiquement utilisés sont ceux du cytochrome b (Escalante et al., 
1998), de l’ARNr codant pour la sous unité 18S (Escalante & Ayala, 1994; Escalante 
et al., 1997) et de la protéine circumsporozoïte (Escalante et al., 1995). L’idéal est bien 
sûr de cumuler ces trois gènes dans une même étude (Ayala et al., 1999). On obtient 
alors une idée de l’apparentement entre deux espèces plasmodiales et l’on peut 
également discriminer deux espèces morphologiquement identiques (Perkins, 2000). 

 
Pour une étude au sein d’une espèce de Plasmodium : 
 on choisit au contraire des gènes présentant un polymorphisme marqué comme le SNP 

(Mu et al., 2002), CSP ou MSP (Rich & Ayala, 2000). Ces études essaient de retracer 
l’histoire de P. falciparum (Joy et al., 2003) ou de P. vivax (Escalante et al., 2005); 

 une autre possibilité consiste à sous-grouper une souche de P. falciparum connue en 
fonction de certains gènes impliqués dans la réponse immunitaire pour mesurer 
l’étendue de leur polymorphisme (pour la création d’un vaccin) et mieux cerner leur 
rôle (Lavstsen et al., 2003). 

Encadré 3 : présentation de quelques techniques d’études phylogénétiques 
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L’étude phylogénétique, quel que soit son objectif et quelque soit le gène visé, comporte 
toujours cinq étapes : 

1- isolation et purification de l’ADN, 
2- amplification du fragment choisi par PCR, 
3- clonage et séquençage des fragments, 
4- alignement des fragments grâce à un logiciel (clustalW par exemple), 
5- construction de l’arbre par deux à trois méthodes : le « neighbor joining », le 

« maximum likilihood » et parfois le « unweighted mawimum parsimony ». 
L’arbre doit être construit en tenant compte des particularités du génome du 
genre Plasmodium, notamment de sa forte proportion de A+T. 

B.2.3.3- principaux résultats 

• Les arbres de comparaisons des plasmodies humaines et animales mettent en évidence 
plusieurs points (Ayala et al., 1999) : 

- les trois espèces plasmodiales humaines P. falciparum, P. malariae et P. vivax 
ne sont pas proches les unes des autres (P. ovale n’apparaît même pas sur 
certains arbres). Leur divergence précède largement l’origine des hominidés. 

- P. falciparum est très proche de P. reichenowi, le plasmodium des chimpanzés. 
Ils auraient divergé il y a 8 à 12 millions d’années, ce qui correspond 
approximativement à la divergence d’espèces entre les deux hôtes. 

- P. malariae est indistinguable génétiquement de P. brasilianum (parasite de 
primates sud-américains) et P. vivax de P. simium (idem), ce qui va dans le 
sens d’une récente transmission de ces plasmodies d’un hôte à l’autre. 

• Concernant l’étude ciblée de P. falciparum, on a longtemps cru que sa virulence était 
liée à sa récente apparition. Or il semble d’après cet arbre que les origines de ce 
Plasmodium soient anciennes (5 à 50 millions d’années).  
D’autre part, on constate une absence de mutation silencieuse, comme si le parasite 
évoluait depuis peu de temps, ce qui serait en contradiction avec le haut niveau de 
polymorphisme allélique constaté sur les gènes CSP ou MSP.  
Une hypothèse peut alors être émise (Rich et al., 1998) : l’origine de P. falciparum 
serait bien ancienne, sans doute en Afrique tropicale, mais ce parasite serait longtemps 
resté cantonné à la même zone. Puis, il y a peut-être 5 à 10 000 ans, trois facteurs 
auraient conjointement permis la récente expansion du parasite dans le monde : 

- un réchauffement climatique, favorable aux anophèles,  
- le développement post-néolithique de l’agriculture qui a augmenté la densité 

de population, 
- des modifications génétiques au sein de la triade vecteur-parasite-hôte qui ont 

peut-être augmenté leur affinité.  
Cependant, cette expansion serait trop récente pour permettre l’apparition de 
mutations silencieuses.  

 
Par ailleurs, une particularité du génome de P. falciparum est de posséder des 
séquences très répétitives (par exemple les zones NANP et NVDP du gène CSP). Une 
recombinaison intragénique au sein de ces séquences peut alors engendrer des 
variations bien plus rapides que les mutations classiques. Ces changements situés sur 
des gènes participant à l’échappement à l’immunité de l’hôte seraient naturellement 
sélectionnés et seraient à l’origine du haut degré de polymorphisme de P. falciparum. 

 
Encadré 4 : quelques résultats des études phylogénétiques, historique du plasmodium 
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Les études des phylogénies profitent des avancées dans le séquençage mais les résultats sont 
parfois encore contradictoires et le paludisme révèle encore ici sa complexité (Hartl, 2004). 
Il est cependant indispensable de poursuivre les recherches dans ce sens : déterminer 
l’étendue de la diversité des gènes et identifier les mécanismes de la création et de la 
persistance de ces variations est une clé importante pour le développement d’un vaccin (Rich 
et al., 2003; Kwiatkowski, 2005). 

B.2.4- Développement d’outils diagnostiques 

Si la goutte épaisse et le frottis sont d’excellents examens (faible coût et peu de matériel 
nécessaire), ils requièrent du temps, de l’expérience et une quantité importante de parasites 
dans le sang pour leur détection (Zakai, 2003). Cette parasitémie minimale représente une 
quantité bénigne pour une population immune, mais il n’en est pas forcément de même pour 
un enfant non-immun. Ces techniques, très utilisées, ont par ailleurs eu le défaut de     sous-
estimer les cas de co-infections plasmodiales (Mayxay et al., 2004).  
 
Par ailleurs, les populations exposées au parasite ont des besoins différents en matière de 
diagnostic, ce qui permet de définir quatre types de tests nécessaires : 
 

1- les populations dites immunes peuvent utiliser des tests d’une sensibilité moyenne 
mais dont le prix est modeste (car ces populations appartiennent aux pays en voie de 
développement) ; frottis et goutte épaisse remplissent bien ces conditions. 

 
2- Les populations non immunes ont toutes besoin d’un test sensible capable de faire un 

diagnostic d’espèce (danger lié à P. falciparum). Parmi cette population, certaines 
personnes peuvent avoir besoin de réaliser elles-mêmes ces tests comme, par exemple, 
les expatriés des campements forestiers, les techniciens encadrant les dons de sang, etc. 
Ces tests de diagnostic doivent alors être simples et sensibles même si cela a un coût 
(Marx et al., 2005).  

 
3- On rencontre aussi au sein de la population non immune et/ou fragile, des gens à faible 

revenu (malades du SIDA et femmes enceintes des pays en développement par exemple) 
pour lesquels le test doit, en plus de sa sensibilité, être abordable. 

 
4- Par ailleurs, l’usage de tests diagnostiques capables de détecter des différences de 

souches d’une même espèce plasmodiale permet de faire la différence entre nouvelle 
infection et recrudescence de paludisme chez un malade (Happi et al., 2004). C’est à 
partir de cette différence que l’efficacité d’une molécule peut être testée. Ce dernier type 
de test, alors réalisé en laboratoire, doit surtout être très spécifique et sensible, son coût 
et sa maniabilité étant moins cruciaux. 

 
La PCR joue donc, ici encore, un rôle extrêmement important (Andrews et al., 2005; Mangold 
et al., 2005). Dans le cadre du diagnostic, les défauts de cette technique découlent de sa 
qualité principale : extrêmement sensible, il existe des possibilités de réactions croisées (à 
Toxoplasma par exemple) et/ou de contamination par un ADN non désiré. C’est pourquoi les 
laboratoires pharmaceutiques tentent de réduire le nombre de manipulations nécessaires et 
ainsi le risque de contamination du prélèvement (Perandin et al., 2004). 
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Concrètement, les techniques récentes permettent un diagnostic en temps réel, capable de 
reconnaître plusieurs espèces plasmodiales dont évidemment P. falciparum avec des 
sensibilités de l’ordre du parasite par microlitre : 
 

- les tests de détection des antigènes ont beaucoup progressé sur leur sensibilité 
(Farcas et al., 2003) mais pas encore sur leur coût, ce qui limite leur utilisation 
aux pays riches ; 

- les tests sérologiques quant à eux ne sont quasiment pas utilisés comme outils 
de diagnostic. Leur défaut principal est de nécessiter un délai de plusieurs jours 
entre l’infection et la possibilité de détection des anticorps. Toutefois des 
recherches sont menées sur le recours à des antigènes de synthèse pour des 
études épidémiologiques (Noya et al., 2003).  

 
L’idéal serait bien sûr de développer un test sensible, capable de différencier les espèces de 
Plasmodium, de taille minime, utilisable par le malade lui-même et vendu à un prix accessible 
aux plus démunis… mais ce test idéal n’existe pas encore. De nombreux tests existent, d’assez 
bonne qualité diagnostique, mais leur coût semble maintenant la barrière la plus difficile à 
dépasser (Gascoyne et al., 2004). 

B.2.5- Etudes de physiopathologie 

La clinique de l’accès palustre simple est désormais assez bien décrite et n’est plus beaucoup 
étudiée. En revanche, de nombreux travaux concernent le paludisme de la femme enceinte et 
le neuropaludisme, en raison de leur gravité : 
 

- relations entre le placenta et le paludisme (Brabin et al., 2004),  
- les molécules de cytoadhérence et leurs implications physiologiques (Wassmer 

et al., 2004, Cockburn, 2004 #654), 
- rôle de l’activation immune dans la physiopathologie du neuropaludisme (Hunt 

& Grau, 2003), 
- les facteurs moléculaires liés à la pathogénicité du neuropaludisme chez l’hôte 

(Lopansri et al., 2003 ; Wassmer et al., 2003b), etc. 

B.2.6- Etudes épidémiologiques 

Les étude épidémiologiques ont trois grands objectifs dans le cadre du paludisme : 
 

 adapter les stratégies de lutte en dressant à un moment précis une carte du 
paludisme : répartition des différentes espèces plasmodiales et de leurs 
éventuelles résistances, rôle des différentes populations présentes dans la 
transmission (Erhart et al., 2004), etc. 
 prévoir et déjouer les épidémies Avec des informations socio-économiques et 

météorologiques (Thomas, 2004) et des données épidémiologiques locales, les 
épidémies de paludisme sont souvent prévisibles. En particulier, les épidémies 
dues à l'homme (en liaison avec des projets de développement, irrigation, 
alevinage, digues, etc.) peuvent être prévues avec une grande précision 
(Organisation Mondiale de la Santé, 2003).  
 Précéder et optimiser les essais vaccinaux : le profil de la maladie dans la 

population permet de dresser une sorte de tableau témoin avant la campagne de 
vaccination (Appawu et al., 2004). 
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B.2.7- Etude de l’immunité liée au paludisme  

B.2.7.1- objectif 

L’immunologie est une science extrêmement complexe. Il serait difficile de lister ici tous les 
travaux réalisés sur le paludisme, mais l’enjeu principal de l’étude des interactions hôte-
Plasmodium est le développement d’un vaccin.  
 
Actuellement les grands thèmes de recherche sont : 

- l’étude des mécanismes d’échappement à la réponse immunitaire chez le 
parasite par variation antigénique (famille des gènes var) (Flick & Chen, 
2004), 

- rôle de l’immunité humorale (Garraud et al., 2003; John et al., 2005), 
- rôle de l’immunité cellulaire (Stevenson et al., 2004; Good et al., 2005), 
- les liens entre l’immunité et l’échappement à la réponse immunitaire (Hisaeda 

et al., 2004; Hisaeda et al., 2005), 
- l’immunité impliquée dans le paludisme de la femme enceinte (Staalsoe et al., 

2004), 
- l’immunité impliquée dans le neuropaludisme (Aucan et al., 2003), 
- l’immunité interspécifique face à différentes espèces plasmodiales (Mayxay et 

al., 2004), 
- l’efficacité et l’immunogénicité de différentes formulations d’antigènes pour 

élaborer ou tester un vaccin (Haddad et al., 2004). 

B.2.7.2- principaux résultats 

Un des premiers constats est que l'expression clinique du paludisme peut varier en fonction 
des souches, de l'hôte et de facteurs environnementaux. Des individus soumis aux mêmes 
conditions ne développeront pas des accès de gravité semblable.  
 
Il existe au plan individuel un état de « prémunition ». Cette « prémunition » présente trois 
caractéristiques (Rosier et al., 1999) :  
 

• elle est longue à apparaître : après plusieurs années seulement chez les sujets qui 
vivent en zone d'endémie, où ils sont régulièrement exposés à des piqûres de 
moustiques infectés ;  

• cette protection n'est pas dirigée contre le parasite lui-même : celui-ci continue à 
infecter le sujet prémuni, mais il ne déclenche pas de maladie grave ; 

• enfin, cette immunité reste précaire, puisqu'elle disparaît après quelques années 
passées hors de la zone d'endémie (Bouchaud et al., 2005). 

 
L’immunité liée au paludisme est très complexe, faisant intervenir à la fois des facteurs 
humoraux (Garraud et al., 2003) et cellulaires en fonction des stades : 
 

1. Les sporozoïtes : ce sont des anticorps qui bloquent l’invasion des hépatocytes. Pour 
une bonne protection, il faut de façon permanente un niveau élevé d’anticorps. Un seul 
sporozoïte qui échappe à ce système peut provoquer l’infection. 

 
2. Les hépatocytes infectés : immunité essentiellement cellulaire faisant intervenir 

principalement les lymphocytes T CD8+ et CD4+ et les cellules NK (Natural Killer). 
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Le mécanisme le plus important, d’après des études sur souris, consiste en la 
production de monoxyde d’azote (NO) par les hépatocytes infectés. Cette production, 
aux propriétés antipaludiques, est induite par les IFN-γ (interférons) produits par les 
CD8+. 

 
3. Les mérozoïtes : mécanisme essentiellement humoral, les anticorps bloquent l’invasion 

des érythrocytes et interviennent dans les mécanismes d’opsonisation. 
 
4. Les érythrocytes infectés : à la différence des hépatocytes, en raison de l’absence de 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe 1 sur les globules rouges, la 
cytotoxité cellulaire n’est pas active. En revanche, les érythrocytes infectés peuvent 
exprimer à leur surface des antigènes parasitaires. Ainsi, la réponse immunitaire, 
complexe, fait à la fois intervenir des cytokines produites par les cellules T CD4+ 
(action antipaludique) et des anticorps (Hviid, 2005). Ces anticorps interviennent dans 
les mécanismes d’opsonisation (avec les monocytes), d’ADCC (antibody-dependant 
cellular cytotoxicity), de lyse cellulaire par le complément et de blocage de l’adhésion 
aux cellules endothéliales. 

 
5. Les stades sexués : les anticorps bloquent la fécondation ou le passage de l’ookinète 

dans les glandes salivaires du moustique.  
 
6. Les toxines : elles sont libérées par les schizontes mâtures qui éclatent et seraient 

responsables, par l’intermédiaire des TNF-α (tumor necrosis factor), de la fièvre et de 
certaines complications (anémie, neuropaludisme). Ce sont, là encore, des anticorps 
qui bloquent ces toxines. 

B.2.8- Etude des apparitions de résistance aux anti-paludiques 

B.2.8.1- objectifs et méthodes 

Le développement de résistances est l’une des principales causes de l’accroissement de la 
morbidité et de la mortalité liées au paludisme en Afrique. Etudier ces résistances pour mieux 
les prévenir est donc crucial. 
 
Trois grandes techniques permettent d’étudier ces résistances : 
 

 la surveillance post-AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) de sensibilité 
ou de résistance des souches sur le terrain par rapport à une ou plusieurs 
molécules (de Monbrison et al., 2003 ; Tanabe et al., 2004) 
 les essais d’induction in vitro de ces résistances pour anticiper et donc contrer 

leur apparition in vivo. Les propriétés pharmacocinétiques de la molécule (taux 
de parasites tués par cycle, demi-vie de la molécule, effets secondaires, etc.) 
sont étudiées, ainsi que la possibilité d’apparition de résistance de novo en 
fonction de leur cible (faut-il une simple mutation ou plusieurs pour obtenir un 
mutant résistant et viable ? etc.).  
 les modèles mathématiques pour anticiper l’apparition et/ou l’expansion des 

résistances (Hastings & D'Alessandro, 2000; Watkins et al., 2005). 
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B.2.8.2- principaux résultats 

Le premier événement de l’apparition de résistance est d’origine génétique. C’est un 
événement rare, spontané et indépendant de la molécule utilisée. Ainsi pour la chloroquine, il 
existe environ une chance sur 1020 multiplications parasitaires de voir apparaître une telle 
mutation car elle est multigénique. En revanche, pour l’apparition de résistance à 
l’atovaquone, un seul point de mutation est suffisant, rapportant ce taux à 1 pour 1012.  
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Figure 6 : nombre de parasites présents (échelle logarithmique) de l’inoculation par 
l’anophèle jusqu’à la fin du développement chez l’hôte et dans le monde. 
 
Ainsi, un adulte dont la parasitémie est de 2% enferme 1012 parasites. Il est évident qu’un 
individu à forte parasitémie présente plus de risques de création de résistance qu’un individu 
faiblement parasité.  
 
La résistance aurait donc, en suivant ce principe, plus de chances d’apparaître dans les régions 
à forte transmission où l’on rencontre des taux élevés de parasites (1010 à 1011 parasites) de 
façon asymptomatique.  
 
Mais ce raisonnement n’est valable que pour l’apparition des souches résistantes ; sa 
diffusion, d’abord au sein de l’hôte puis parmi d’autres hôtes repose sur d’autres conditions. 
 
Les facteurs qui favorisent ensuite l’expansion de la résistance sont assez proches de ceux qui 
concernent les antibio-résistances : 

- la faible immunité de l’hôte (cas des zones de faible transmission, des enfants 
des zones à forte transmission, des personnes atteintes du SIDA, etc.), 

- les molécules éliminées lentement qui restent alors à faible dose dans 
l’organisme (Hastings et al., 2002), 

- les vomissements ou les mauvaises prises de traitement qui induisent aussi la 
persistance de doses sub-thérapeutiques dans l’organisme,  

- la possibilité de résistances croisées à d’autres molécules (la souche n’est alors 
plus freinée par aucune molécule), 

- l’augmentation du nombre de piqûres de moustiques (cas des femmes 
enceintes et des zones de forte transmission). 

 
Ainsi, finalement, en tenant compte des risques d’apparitions mais aussi de diffusions, les 
résistances apparaissent préférentiellement chez les individus peu immuns, plutôt dans les 
zones de faible transmission (White, 2004). 

A l’échelle d’un individu 
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B.2.9- Développement de nouvelles stratégies thérapeutiques 

Les chimiorésistances du plasmodium à un nombre croissant de molécules imposent de 
trouver continuellement de nouvelles solutions thérapeutiques (Danis, 2003). Deux options 
sont possibles : la première consiste en de nouvelles associations d’antipaludiques (récents ou 
anciens), la deuxième voie consiste à développer de nouvelles molécules.  

B.2.9.1- développement de nouvelles associations thérapeutiques 

L’émergence de trop nombreuses résistances durant ces dernières années a fait basculer la 
démarche du praticien : la prescription doit non seulement avoir une visée thérapeutique mais 
aussi s’inscrire dans un objectif de lutte contre l’apparition des résistances.  
 
Les associations de molécule permettent de remplir ce double rôle : si on utilise deux 
molécules possédant des modes d’actions différents (et par là un mécanisme de résistance 
différent), alors la probabilité de développer une résistance pour l’association est le produit de 
la probabilité d’apparition de chaque résistance.  
 
Par exemple, si une molécule A et une molécule B sont chacune associée à une probabilité de 
résistance de 1 sur 1012, la probabilité de voir apparaître une résistance à l’association A-B est 
de 1 sur 1024. Or le nombre de parasites présents dans le monde sur une année étant inférieur à 
1020, cela ramènerait l’intervalle d’apparition d’une telle résistance à une tous les 10 000 ans 
(White, 2004).  
 
Pour les molécules ayant déjà des résistances, les associations conseillées sont : 

• chlorproguanil-dapsone (Lang & Greenwood, 2003), 
• chlorproguanil-dapsone-artésunate, 
• chloroquinine- sulfadoxine-pyréthamine (Ndyomugyenyi et al., 2004), 
• atovaquone-proguanil (Danis & Bricaire, 2003), 
• atovaquone-proguanil-artésunate (Giao et al., 2003), 
• amodiaquine- sulfadoxine-pyréthamine (Dorsey et al., 2003). 

 
Par ailleurs, parmi toutes les résistances rencontrées ces dernières années, aucune n’a pu 
vraiment être mise en évidence pour l’artémisinine ni pour ses dérivés, sauf cas isolé et 
controversé (Sahr et al., 2001) et même in vitro il n’a pas été possible d’en créer.  
Ainsi, l’artémisinine représente dans de nombreuses zones le dernier rempart contre les 
souches multirésistantes de P. falciparum (Van der Meersch, 2005) et il convient elle aussi de 
l’associer pour la protéger (Adjuik et al., 2004).  
 
Cinq associations sont proposées : 

• artésunate-amodiaquine (Adjuik et al., 2002), 
• artésunate-sulfadoxine-pyréthamine (Dorsey et al., 2003), 
• artéméther-luméfantril (Omari et al., 2004)qui semble la plus efficace (Mutabingwa et 

al., 2005),  
• dihydroartémisinine-pipéraquine (Denis et al., 2002), 
• artésunate-méfloquine (Suputtamongkol et al., 2003), 

 
Le projet Roll Back Malaria s’est fixé deux objectifs à atteindre d’ici 2005 pour l’Afrique : un 
traitement efficace disponible immédiatement pour au moins 60% des malades et une 
prophylaxie intermittente systématique pour 60% des femmes enceintes. Les thérapies de 
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première intention retenues par l’OMS dans le cadre de ce projet sont les associations 
contenant l’artémisinine.  
 
Ces associations semblent être un moyen simple et efficace de prévenir les résistances, mais 
sur le terrain elles se heurtent encore au problème du coût (Whitty et al., 2004). En effet, un 
tiers des décès dus au paludisme concerne des pays en guerre (Allan, 2001). Dans de tels 
pays, 75% de la population est incapable de se procurer un traitement complet de 
chloroquinine (Allan et al., 2001).  
Une simple association avec le sulfadoxine-pyréthamine multiplie ce coût par plus de 10 par 
traitement, ce qui n’est donc pas envisageable pour la plupart des malades.  
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Figure 7 : coût des différentes thérapeutiques antipaludiques 

adapté d’après les données de l’OMS (Ondari, 2004) 
 
Enfin, ces associations thérapeutiques doivent s’accompagner de la prévention d’autres 
maladies liées au paludisme. La campagne de Roll Back Malaria (OMS) devrait être jumelée 
à celles d’autres maladies telles que les filarioses, onchocercoses, helminthoses et autres 
parasitoses qui suivent la même distribution géographique que le paludisme (Molyneux & 
Nantulya, 2004). Ces maladies touchent aussi les plus démunis et, responsables d’anémies, 
sont des facteurs aggravants du paludisme (Brabin et al., 2003). 
 
Sans aide supplémentaire, l’adoption d’une polythérapie en première intention risque donc 
d’avoir des conséquences désastreuses : l’exclusion simple des malades les plus démunis ou 
des traitements donnés à plus faible dose ou sur de plus courtes périodes, favorisant ainsi 
justement l’émergence de résistance (Liden & Nantulya, 2004).  
La solution semble donc plus politique que scientifique. 

B.2.9.2- développement de nouvelles molécules préventives et/ou curatives 

Les associations de traitements n’étant pas si simples à appliquer de façon systématique, il est 
indispensable de développer en parallèle de nouvelles armes thérapeutiques. Les récents 
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progrès dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis de mieux connaître le 
fonctionnement intracellulaire du parasite.  
 
De nouvelles stratégies offensives à son encontre sont apparues, avec le développement de 
nouvelles molécules comme le MC(1) (Satayavivad et al., 2004), le 2-hydroxy-1-
naphthylaldehyde-isonicotinoyl-hydrazone et le 2-hydroxy-1-naphthylaldehyde-4-phenyl-3-
thiosemicarbazone (Walcourt et al., 2004) ou les trioxaquines (Dechy-Cabaret et al., 2004). 
 
Les principales nouvelles cibles parasitaires visées sont (Pradines et al., 2003) :  
 

• le métabolisme des lipides → blocage du transporteur de choline en utilisant un 
analogue (Wengelnik et al., 2002),  

• les protéases et la dégradation de l’hémoglobine → inhibiteurs des protéases (Nezami 
et al., 2003), 

• les interactions avec le transport des molécules (glucose, acide lactique, etc.) → 
inhibition des transports (Desai et al., 2000), 

• les interactions avec le métabolisme du fer → chélateurs de fer (Hammadi et al., 
2003), 

• l’apicoplaste → inhibiteurs de l’apicoplaste (Foth et al., 2003), 
• la transduction du signal → inhibiteurs enzymatiques (Syin et al., 2001), 
• les métallocènes → complexes métalliques capables d’augmenter l’activité de 

composés biologiques (Pradines et al., 2002). 
 
Par ailleurs, si la plupart des antipaludiques actuels ont été développés par synthèse et par 
screening, cette méthode est assez coûteuse. Sur les 250 000 molécules synthétisées depuis les 
années 1970, seules la méfloquine et l’halofantrine sont passées au stade de développement 
comme antipaludiques pour un coût de plus de 120 millions d’euros (Oketch-Rabah & 
Mwangi, 1998).  
 
Enfin, les plantes médicinales sont considérées comme une source potentielle de nouveaux 
médicaments (Benoit-Vical et al., 2003). Certains des antipaludiques actuels les plus 
importants dérivent d’extraits de plante (Etkin, 2003) : la quinine provient du quinquina 
(Dobson, 1998) tandis que le dernier composé de la pharmacopée occidentale, l’artémisinine, 
dérive d’Artemisia annua, fébrifuge chinois traditionnel utilisé depuis 2000 ans (Rath et al., 
2004).  
La médecine traditionnelle n’a pas fini de livrer ses secrets et elle représente une voie de 
recherche non négligeable (Caraballo et al., 2004).  

B.2.10- Développement d’un vaccin antipaludique 

Il n’existe actuellement aucune forme commercialisée de vaccin contre le paludisme, même si 
de nombreuses recherches sont menées depuis près d’un demi-siècle. 

B.2.10.1- espoirs et contraintes 

Il existe trois grandes raisons de croire en la faisabilité d’un vaccin anti-palustre, justifiant les 
efforts des recherches vaccinales menées jusqu’ici (Moorthy et al., 2004) : 
 

o l’existence d’une immunité acquise dans les pays de forte endémie (Sergent & 
Parrot, 1935; Roberts, 2003). Cette immunité conduit d’abord à une réduction de la 
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mortalité et des complications puis à une diminution des signes cliniques et enfin à 
une réduction de la parasitémie à des niveaux bas voire indétectables. 

o Les travaux d’injection de sporozoïtes irradiés ont conduit à une certaine 
protection contre l’infection (Nussenzweig et al., 1972; Luke & Hoffman, 2003), 
que ce soit chez la souris (Nussenzweig et al., 1967), le singe (Collins & Contacos, 
1972) ou l’homme (Rieckmann et al., 1979). 

o Le transfert passif d’immunoglobulines à des individus naïfs infectés par P. 
falciparum permet d’éliminer le parasite du sang (Cohen et al., 1961). C’est ainsi 
que le transfert de sérum recueilli sur des enfants africains « immuns » a aidé des 
enfants thaïs en proie à une recrudescence de paludisme (Sabchareon et al., 1991). 

 
Néanmoins les chercheurs se heurtent à plusieurs problèmes : 
 

• l’existence de plusieurs espèces de Plasmodium dont chacune possède des souches 
génétiquement distinctes, 

• l’existence de plusieurs stades de développement du parasite, 
• l’existence de stades intracellulaires, 
• l’extraordinaire capacité d’évasion immunitaire du parasite (par polymorphisme 

notamment), 
• la complexité des réponses immunitaires de l’hôte, 
• les variations génétiques humaines qui conduisent à des réponses immunes 

différentes, 
• la « fragilité » de l’immunité acquise naturellement : elle exige un contact 

important, continu, de longue durée avec le parasite et elle n’est que partielle et 
brève. (Alors comment un vaccin peut-il faire mieux que ce que la nature « peine » 
à faire ?) 

• L’absence de modèle animal tout à fait complet (sur le plan pathogène et immun) 
et à caractère prédictif, 

• l’absence d’une solide corrélation entre la protection in vitro et in vivo, 
• le manque d’intérêt des industriels pharmaceutiques face à une maladie qui affecte 

les populations défavorisées, la recherche étant essentiellement soutenue par des 
fonds publics. 

 
Le choix du stade de développement constitue le premier enjeu pour créer un vaccin contre le 
paludisme. Mais la question du choix du ou des antigènes à incorporer à ce vaccin est aussi 
cruciale (Webster & Hill, 2003; Duffy et al., 2005). La séquence génomique du parasite est 
désormais disponible, offrant aux chercheurs un choix d’environ 5 300 gènes codant pour des 
protéines comme cible potentielle (Gardner et al., 2002). 

B.2.10.2- étapes de développement d’un vaccin 

Le développement du vaccin comporte trois phases : la recherche et le développement, les 
essais pré-cliniques, puis les essais cliniques. 

 La première étape consiste en l’identification, le clonage et la caractérisation d’un 
antigène ciblé par un mécanisme immun susceptible d’être protecteur (les modèles 
alors utilisés sont en général des modèles in vitro et des modèles murins). 
 La seconde étape consiste en l’évaluation de l’innocuité, de l’immunogénicité et de 

l’efficacité du futur vaccin (avec éventuellement différents dosages, différents 
adjuvants, différents calendriers vaccinaux, etc.) chez le modèle primate non-humain. 
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 La troisième étape, le passage à l’humain, se subdivise en quatre phases (voir tableau 
2). 

 

 paramètre évalué sujets d’étude épreuve 
d’infection 

méthode 
d’évaluation 

Phase I innocuité 
immunogénicité volontaires non immuns aucune individuelle 

Phase II a efficacité volontaires non immuns moustiques 
d’élevage 

absence 
vs présence de 

forme sanguine 1 

Phase II b efficacité petit effectif de zone 
endémique naturelle 

absence vs 
présence 

d’infection, délai 
entre 2 infections

Phase III efficacité 

effectif un peu plus 
large ; provenant de 
zones endémiques à 

caractéristiques 
épidémiologiques 

différentes 

naturelle 

zones de 
caractéristiques 

épidémiologiques 
comparables, 
comparaison 

groupe vacciné-
groupe témoin : 

attente d’une 
baisse de 

l’incidence ou du 
nombre de cas 

graves 

Phase IV 
interactions 
vaccinales, 

effet à long terme 

large effectif, 
populations déjà dans 

un programme vaccinal
naturelle  

 

1 mise en place immédiate d’un traitement si apparition d’une forme sanguine (ce qui limite 
beaucoup les essais, en particulier le développement de vaccins dirigés contre les formes 
sanguines ; en effet, ce type de vaccin n’est en général effectif qu’après un léger 
développement sanguin du parasite). 

 
Tableau 2 : différentes phases d’essais cliniques de vaccin antipaludique 

 
Deux types de vaccins posent des problèmes particuliers pour leur passage à l’humain. 
 

1- Les vaccins de stade érythrocytaire : il est impossible d’effectuer des infections 
d’épreuve chez des volontaires européens vaccinés avec des molécules appartenant au 
stade érythrocytaire. En effet, l’apparition des symptômes est concomitante au début de 
la détection des premiers parasites dans le sang en raison de l’absence d’immunité des 
européens. Dans ces conditions, les essais de protection, c’est-à-dire de phase II - III 
devront être conduites sur le terrain en Afrique ; cela nécessite donc de répéter les 
phases I chez des adultes africains sains puis de vacciner des populations exposées, 
principalement des grands enfants et des adolescents. Tout cela demande alors beaucoup 
de temps. 
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2- Les vaccins bloquant la transmission : cela soulève certains problèmes éthiques 
particuliers. En effet, ces vaccins n’offrent aucun bénéfice direct à l’individu vacciné, 
mais ils sont destinés à empêcher que cette personne ne transmette le paludisme aux 
autres. Des bénéfices individuels sont attendus uniquement si une proportion importante 
de personnes dans la communauté est vaccinée. Ainsi, il existe un danger que les 
investigateurs soient enclins à exercer une pression sur les membres de la communauté 
afin d’assurer un taux élevé de participation. De plus, il sera nécessaire de vacciner les 
adultes, alors qu’ils peuvent n’être exposés qu’à un risque relativement faible de 
paludisme grave dans les zones de transmission intense. Il se peut qu’ils retirent peu de 
bénéfice de la vaccination, mais ils seront exposés à tout effet adverse du vaccin. Ce 
problème sera important si les effets secondaires de la vaccination ne sont pas mineurs.  

 
Actuellement, aucun vaccin n’a encore atteint la phase IV. Seul le vaccin SPf66 a pu attendre 
la phase III (Carcaboso et al., 2003), les autres candidats sont en phase I et II. 

B.2.10.3- les différents antigènes candidats 

Si l’on considère l’ensemble du cycle effectué par le parasite, il existe, au sein des trois 
étapes, cinq types de cible pour un vaccin, auxquelles on peut ajouter la cible des toxines 
(tableau 3) : 
 

1. étape pré-érythrocytaire : les cibles sont les sporozoïtes libres (le problème est 
que les sporozoïtes ne demeurent que quelques minutes dans le sang) et les 
hépatocytes infectés, afin de bloquer l’infection avant les symptômes. Les 
premiers travaux sont ceux de Nussenzweig dans les années 60, avec 
l’utilisation de sporozoïtes irradiés (Nussenzweig et al., 1967). Les principaux 
bénéficiaires de ce type de vaccin seraient les enfants des zones endémiques et 
les voyageurs et résidents non-immuns de zones de faible transmission. 

 
2. Etape sanguine asexuée : les cibles sont les mérozoïtes (formes libres, certes 

fugaces, mais qui reviennent plusieurs fois au cours d’un cycle) et les 
érythrocytes infectés. Les premiers travaux dans ce domaine sur les primates 
ont plus de 25 ans (Mitchell et al., 1975). Il s’agit là de réduire le niveau de 
parasitémie ; les principaux bénéficiaires de ce type de vaccin seraient les 
enfants des zones endémiques. 

 
3. Etape sexuée : les cibles sont les formes sexuées du parasite, afin de bloquer la 

transmission de la maladie après son expression chez l’hôte. Les principaux 
bénéficiaires de ce type de vaccin seraient les populations de zones de faible 
transmission. Un vaccin à ce stade ne protègerait donc pas l’individu vacciné, 
mais éviterait la propagation de la maladie (principe du vaccin dit « altruiste » 
qui est à associer avec des vaccins d’autres stades). 

 
Pour chaque cible, les antigènes candidats à la vaccination sont choisis en fonction des 
connaissances de l’immunité de l’hôte.  
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Cible Antigène candidat 

Sporozoïtes 

CircumSporozoite Protein (CSP) 
Thrombospondin-Relatited Adhesive Protein (TRAP) 

Sporozoïte And Liver-Stage Antigen (SALSA) 
Sporozoïtes Threonine and Asparagines-Rich Protein (STARP) 

Stades hépatiques 

CSP 
Liver-Stage Antigen (LSA)-1 et –3 

SALSA 
STARP 

Mérozoïtes 

Merozoite Surface Orotein (MSP)-1, -2, -3, -4 et –5 
Erythrocyte-Binding Antigen (EBA)-175 

Apical Membrane Antigen (AMA)-1 
Rhoptry-Associated Protein (RAP)-1 et –2 

Acidic-Basic Repeat Antigen (ABRA) 
Duffy-Binding Protein (DBP) (P. vivax) 

Stades sanguins 

Ring Erythrocyte Surface Antigen (RESA) 
Serine-Rich Protein (SERP) 

Erythrocyte Membrane Protein (EMP)-1, -2 et –3 
GLUtamate-Rich Protein (GLURP) 

Toxine GlycosilPhosphatidylInositol (GPI) 
Stades sexués Ps25, Ps28, Ps28/45 et Ps230 

 
Tableau 3 : liste des principaux antigènes candidats au vaccin contre le paludisme  

(Carvalho et al., 2002) 

B.2.10.4- les différentes formes vaccinales 

La vaccinologie progresse très rapidement depuis quelques années et ces progrès profitent à la 
recherche sur le paludisme (Webster et al., 2003).  
 
Les vaccins peuvent se présenter sous plusieurs formes (Genton & Corradin, 2002) : 

• vaccins contenant les parasites entiers, comme des sporozoïtes irradiés (très 
immunogènes mais difficiles à réaliser) ou déplétés (Menard, 2005; Mueller et al., 
2005; Waters et al., 2005), 

• vaccins contenant une protéine recombinante, exprimée par une bactérie : Escherichia 
coli (Planson et al., 2003), BCG de Mycobacterium bovis (Zheng et al., 2003), Pichia 
pastoris (Zou et al., 2003), etc. 

• vaccins contenant un peptide de synthèse, 
• vaccins à ADN, peu immunogènes (March, 2004), en particulier lorsque l’on associe 

plusieurs plasmides ensemble (Sedegah et al., 2004). 
 

Les vaccins comportant des gènes peuvent être insérés dans un plasmide ou dans un vecteur 
vivant, ce qui rend alors les vaccins bien plus immunogènes. Ce vecteur est un virus modifié, 
capable d’exprimer les gènes correspondant aux antigènes plasmodiaux visés.  
Parmi les virus les plus courants on trouve : les Baculovirus  (Yoshida et al., 2003), les 
Poxvirus, (Sedegah et al., 2003), les Ankara virus (Moorthy et al., 2003a; Moorthy et al., 
2003b), les virus Lister défectifs (Ober et al., 2002), etc. 

 
Le rôle de l’adjuvant semble lui aussi primordial : il s’agit de développer un adjuvant dénué 
de toxicité et en même temps capable de stimuler la réponse immunitaire.  
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De l’historique adjuvant de Freund (extrêmement efficace mais mal toléré donc inapplicable 
aux humains, (Freund et al., 1945)), aux plus récents montanides ISA720 et ISA 51 
(Hirunpetcharat et al., 2003), CpG oligodéoxynucleotides (ODN) (Kumar et al., 2004), QS 21 
(Carcaboso et al., 2004) ou autre AS02 (Garcon et al., 2003), en passant par le classique alun 
(hydroxyde d’aluminium (Sattabongkot et al., 2003)), les adjuvants suscitent à eux seuls bon 
nombre de recherches dans le domaine vaccinal. 
 
Enfin, le mode et la voie d’administration vaccinale sont aussi importants (Carcaboso et al., 
2004). 

B.2.10.5- exemples de vaccins en cours de développement 

Quatre vaccins sont très étudiés actuellement (Graves & Gelband, 2003) : 
 

- le vaccin SPf66 (vaccin contre les stades sanguins asexués) 
C’est un peptide de synthèse linéaire comprenant plusieurs épitopes, dont l’adjuvant 
est en général l’alun. Les 10 essais cliniques de ce vaccin donnent des résultats assez 
hétérogènes : dans 4 essais africains, il n’a pas montré d’efficacité, mais dans 5 études 
hors Afrique, le nombre de primo-infections a diminué. Ce vaccin a une efficacité 
globale de 23% mais seulement de 2% chez les enfants africains, le groupe le plus 
sensible (Galindo et al., 2000). Ce vaccin devrait donc faire l’objet d’études plus 
poussées en Amérique du Sud ou en Afrique, mais alors avec une formulation 
différente. 
 

- Le vaccin CSP-NANP (vaccin contre les stades pré-érythrocytaires) 
Il est de type protéine recombinante fusionnée avec l’antigène S du virus de l’hépatite 
B. Malheureusement, sur 3 essais, il n’a pas été démontré de réelle efficacité (Graves 
et al., 2003). 
 

- Le vaccin Combination B (vaccin contre les stades sanguins asexués) 
Ce vaccin est dirigé contre les stades asexués du parasite, qui comprend les antigènes 
MSP-1, MSP-2 et RESA avec l’adjuvant Montanide ISA720. Il obtient une efficacité 
de 62 % dans la réduction de la parasitémie chez les enfants de Papouasie Nouvelle 
Guinée (Genton et al., 2000; Genton et al., 2003). Ces résultats variaient selon que les 
individus de l’étude avaient ou non été préalablement traités avec l’association 
sulfadoxine-pyriméthamine (diminution de l’efficacité vaccinale si traitement). 
D’autre part, la prévalence d’infection était réduite si le vaccin contenait l’antigène 
MSP-2 par rapport aux autres sous-types vaccinaux. 
 

- Le vaccin RTS,S/AS02 (vaccin contre les stades pré-érythrocytaires) 
Ce vaccin prometteur (Ballou et al., 1999), dirigé contre les sporozoïtes, est une 
protéine recombinante contenant une large portion C-terminale de CSP fusionnée à 
l’antigène S de surface du virus de l’hépatite B et est adjuvé avec AS02 (Garcon et al., 
2003). Lors d’un essai sur un petit nombre d’adultes non-immuns aux USA, RTS,S a 
permis une forte protection contre l’infection à P. falciparum. Lors d’un essai sur des 
adultes semi-immuns en zone endémique (Gambie), il y a eu une réduction du nombre 
de cas de paludisme la seconde année suivant la vaccination, avec une efficacité 
vaccinal de 34 % (Alloueche et al., 2003). La réponse immunitaire cellulaire était 
assez bonne (Epstein et al., 2004 ; Pinder et al., 2004). L’étude a été poursuivie dans 
une cohorte d’enfants gambiens pour lesquels l’immunogénicité et l’innocuité du 
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vaccin semblent satisfaisantes (Bojang et al., 2005). La formulation est la propriété de 
la firme GlaxoSmithKline (Heppner et al., 2005). 

B.2.10.6- vaccin contre Plasmodium vivax 

Concernant le développement de vaccin contre Plasmodium vivax, bien peu de recherches 
sont menées en comparaison à P. falciparum, plus meurtrier. Pourtant c’est le plasmodium le 
plus répandu dans le monde et sa capacité à créer des rechutes en fait un ennemi du 
développement économique des zones touchées.  
 
En outre, de récentes résistances aux antipaludiques ont été décrites. En effet, les premiers cas 
de résistance de P. vivax à la chloroquine ont été décrits en 1989 (soit 32 ans après les 
premières résistances décrites chez P. falciparum) en Papouasie Nouvelle Guinée (Rieckmann 
et al., 1989), puis en Indonésie et en Inde. L’extension de ces zones de résistance est certes 
bien moins rapide que pour P. falciparum (en raison de leur différence de cycle), mais il 
convient d’être très vigilant et sans doute d’accorder plus d’importance à ce Plasmodium 
(Mendis et al., 2001).  
 
Les antigènes CSP, MSP-1, DBP, Pvs25 et Pvs28, des protéines de surface de l’ookinète, 
(Tsuboi et al., 2003) ont déjà été étudiés et leur immunogénicité est testée sur modèle primate 
(Arevalo-Herrera & Herrera, 2001). Le Pvs 25H est désormais en phase I d’étude avec des 
résultats d’innocuité satisfaisants et une production d’anticorps qui permettraient le blocage 
de la transmission du parasite (Malkin et al., 2005). 
 
 
Pour conclure, il apparaît que le vaccin idéal serait un vaccin de type combiné : plusieurs 
antigènes de stade sanguin et/ou plusieurs antigènes de différents stades. Par ailleurs, dans 
de nombreux pays, un vaccin à la fois protecteur contre P. falciparum et P. vivax serait très 
utile (Kieny, 2003 ; Tsuboi et al., 2003). 
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A- UN POINT SUR L’UTILISATION DES  PRIMATES NON-
HUMAINS DANS LA RECHERCHE 
Afin de mieux cerner le cas particulier du paludisme, il est important de connaître les 
implications des primates dans l’ensemble de la recherche. 
 
La place des  primates non-humains (PNH) dans la recherche a toujours été 
particulière, même si actuellement la tendance est à la diminution du nombre d’animaux 
utilisés sous la pression des associations de protection de l’animal. En effet, ils constituent 
souvent la ligne de frontière entre la recherche médicale et l’application médicale qui en 
résulte chez l’humain. Par ailleurs les réactions concernant leur utilisation sont aussi plus 
vives que pour les autres animaux. 
 
Les PNH présentent certaines caractéristiques essentielles à la recherche : 
 

- des similarités génétiques et physiologiques par rapport aux humains ; le groupe des 
primates inclut l’humain. L’utilisation de  primates non-humains permet d’explorer 
des domaines caractéristiques partagés uniquement par les humains et les autres 
primates. 

- Des similarités de susceptibilité aux maladies infectieuses : des centaines de maladies 
touchant la population humaine sont partagées par les  primates non-humains.  

- Des similarités de profil dans les maladies chroniques : athérosclérose, ostéoporose, 
hypertension, etc. 

- La possibilité de contrôle de la reproduction : cela permet de tester des hypothèses 
génétiques spécifiques, ce qui est impossible chez les humains. 

- La possibilité de vivre en environnement contrôlé : les PNH peuvent être maintenus 
dans des conditions identiques et contrôlées toute leur vie, ce qui est bien sûr 
impossible dans les populations humaines. 

 
Tout au long du siècle dernier, les découvertes et les avancées médicales permises grâce aux  
primates non-humains sont nombreuses : 
 

- années 1900 : découverte de la composition du sang et du plasma ; 
- années 20 : diagnostic et traitement de la fièvre typhoïde ; 
- années 30 : développement de l’anesthésie moderne ;  
- années 40 : découverte des rhésus sanguins et du traitement de l’arthrite rhumatoïde ; 
- années 50 : développement des vaccins polio et fièvre jaune et développement de la 

chimiothérapie anticancéreuse ; 
- années 60 : développement de la transplantation cornéenne et de l’utilisation 

thérapeutique de la cortisone ; 
- années 70 : découverte du traitement de la lèpre ; 
- années 80 : développement de la cyclosporine et des molécules anti-rejet, premier 

vaccin contre l’hépatite B, développement de systèmes d’aide à la survie des 
prématurés ; 

- années 90 : développement du vaccin contre l’anthrax et des multitraitements contre le 
VIH. 
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Les données présentées ici sont européennes et nord américaines. En effet, les Etats-Unis, le 
Canada et l’Europe publient régulièrement des rapports officiels concernant l’utilisation des 
animaux à des fins scientifiques, ce qui ne semble pas être le cas ailleurs.  

A.1- IMPORTANCE QUANTITATIVE DES PRIMATES PAR 
RAPPORT AUX AUTRES ANIMAUX 

A.1.1- Cas de l’Amérique du Nord 

Selon le rapport annuel du Département de l’Agriculture américain (USDA), les USA 
utilisaient en 2001 1,2 millions d’animaux pour la recherche (U.S. Department of Agriculture, 
2002). Mais ces chiffres ne regroupent pas les oiseaux ni les rongeurs qui doivent représenter 
environ 85% des animaux utilisés en recherche (Library of Congress, 2000). Ainsi, le nombre 
total d’animaux utilisés s’élèverait plutôt au moins à 10 millions et certaines associations de 
protection animale évaluent ce nombre à 23 millions (Laboratory Primate Advocacy Group, 
2002). 
 
Sur les 10 à 20 millions d’animaux utilisés en 2001, près de 50 000 sont des  primates non-
humains (57 000 en 2000), soit 0,2 à 0,5% des animaux. Quel que soit le nombre total 
d’animaux estimé au départ, l’utilisation des primates aux USA est élevée par rapport au reste 
du monde. Ceci s’explique sans doute par le fait qu’une grande partie des industries 
pharmaceutiques sont localisées dans ce pays. 
 
Au Canada, les données sont celles récoltées par le Conseil Canadien de Protection des 
Animaux (CCPA). En 2001, il relevait 2,1 millions d’animaux utilisés pour la recherche, mais 
il n’est pas précisé quelles espèces sont inclues dans ce nombre. Dans ce pays, seulement       
1 883 primates étaient utilisés sur les 2,1 millions d’animaux, soit à peine 0,1%. 

A.1.2-  Cas de l’Europe  

Le nombre total d'animaux utilisés à des fins expérimentales et à d'autres fins scientifiques en 
1999 en Europe est estimé à 9,8 millions. On observe une baisse de l’ordre de 15 % du 
nombre d’animaux utilisés par rapport à 1996 (Commission des Communautés Européennes, 
2003). 
 
La France est devenue le premier utilisateur d’animaux devant le Royaume-Uni et 
l’Allemagne en 2001, malgré une baisse supplémentaire de 15 % depuis 1999. Selon certains, 
il n'est d’ailleurs pas impossible que le niveau atteint en 2001 soit proche de la limite 
incompressible en dessous de laquelle la recherche ne peut fonctionner.  
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Avec 10 000 individus impliqués, les primates représentent à peine 0,1% des animaux utilisés 
en Europe et ce nombre est en légère diminution par rapport à une enquête de 1997.  
 
Les principaux états concernés sont la France, la Hollande, le Royaume Uni (3000 singes en 
2000), l’Allemagne (2000 singes en 2000) et l’Italie.  
La France utilisait environ 3800 individus en 2001. Le nombre de primates utilisés a baissé de 
26% entre 1990 et 1999.  

A.2- UTILISATION DES PRIMATES PAR SECTEUR DE 
RECHERCHE 

En Europe, 97% des primates sont utilisés pour la recherche, la mise au point de nouveaux 
traitements pour l'homme ainsi que pour s'assurer de la sécurité de leur utilisation. 
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Figure 9 : domaines d’utilisation des primates dans la recherche en Europe en 1999 

(Commission des Communautés Européennes, 2003) 

Figure 8 : catégories d’animaux utilisés dans la recherche en Europe en 1999 
(Commission des Communautés Européennes, 2003) 
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Actuellement les primates servent principalement : 
 

- à l’élaboration de vaccin et de nouveaux traitements contre le VIH, l’hépatite C, le 
RSV ; 

- à la meilleure compréhension de la biologie cérébrale,  
- au développement de traitements contre les leucémies et les lymphomes de l’adulte, 
- au développement de traitements contre les maladies d’Alzheimer et de Parkinson,  
- à l’élaboration de vaccin et de nouveaux traitements contre le paludisme. 

 
Concernant les chimpanzés, ils sont désormais principalement utilisés pour les recherches sur 
l’hépatite C (Lanford et al., 2001), pour une meilleure connaissance de leur génome (Hacia, 
2001) et pour des études cognitives. 

A.3- REPARTITION DES DIFFERENTES ESPECES DE 
PRIMATES 

Parmi les 200 espèces de primates, une trentaine est utilisée dans la recherche, mais seule une 
petite dizaine d’espèces est à l’origine de l’immense majorité des publications.  
 
Le choix d’un modèle parmi les primates résulte de la mise en balance de deux critères 
majeurs : son intérêt scientifique et sa disponibilité (aspects écologique, éthique et financier). 
Ainsi, parmi les 3 continents abritant des  primates non-humains, les primates utilisés en 
recherche sont diversement représentés : 
 

 Le macaque est presque l’unique représentant asiatique dans les laboratoires et 
est de loin le primate le plus prisé en recherche (principalement les espèces 
rhésus et cynomolgus). Sur les 116 000 références obtenues avec le terme 
« primate » sur Pubmed, « macaca » en concerne 46 000, soit 40 % des 
publications. Ce primate a pour qualités principales sa petite taille (intérêt 
financier), sa facilité d’élevage (intérêt éthique et écologique) et sa sensibilité à 
de nombreuses maladies (SIDA, paludisme, troubles neurologiques liés au 
vieillissement, troubles articulaires, etc.).  

 
 Parmi les singes africains, le babouin, le vervet, le patas et le chimpanzé sont 

les plus utilisés.  
 

 Les primates du continent américain ont six grands représentants dans la 
recherche : le singe écureuil, le singe de nuit, le singe araignée, le marmouset, 
le capucin et le tamarin. 

A.3.1- Cas de l’Amérique du Nord 

Au Canada, les 1 883 primates utilisés en 2001 se répartissaient comme tel : 
- macaque cynomolgus : 1 303 
- macaque rhésus : 230 
- singe écureuil : 166 
- vervet : 35 
- autres  primates non-humains : 149 
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Aux Etats-Unis, la politique actuelle consiste à diminuer les importations (19 000 singes en 
2002 (California Biomedical Research Association, 2004)) en privilégiant les espèces élevées 
localement (National Center for Research Resources, 2002). Les USA se caractérisent 
également par l’utilisation de quelques 1500 chimpanzés, dont un grand nombre porteurs de 
HIV.  
 
Le Japon semble d’ailleurs être, avec les USA, l’un des derniers grands utilisateurs de singes 
anthropoïdes avec 107 chimpanzés répertoriés dans les laboratoires pharmaceutiques en 2002. 

A.3.2- Cas de l’Europe  

En Europe, seul le centre de primatologie de recherches biomédicales de Rikswijk en 
Hollande (BPRC) utilisait encore des chimpanzés en 2002. Seuls 6 chimpanzés étaient encore 
utilisés en 2004 pour 3 ans dans un protocole d’hépatite, mais une fois ce protocole terminé, 
ces animaux doivent être relâchés dans un sanctuaire en Espagne car la Hollande a récemment 
interdit l’utilisation de grands singes (Biomedical Primate Research Center, 2005). 
 
En Angleterre, les recherches invasives sur les chimpanzés ont été officiellement interdites 
depuis 1997. 
 
En France, en 2001, les primates représentaient 0,17 % des animaux utilisés avec : 

- 3 072 Cercopithécidés (contre 2053 en 1993), 
- 589 Prosimiens (contre 392 en 1993), 
- 179 Cébidés (contre 240 en 1993). 

Mais, comme en 1997, aucun singe anthropoïde n'a été utilisé (Commission des 
Communautés Européennes, 2003). 

A.4- LES PRIMATES UTILISES POUR LA RECHERCHE SUR LE 
PALUDISME 

Près de 5% des références concernant le paludisme impliquent des primates (sur les 37 000 
références liées au terme « malaria », 1 600 incluent également le terme « primate » sur 
Pubmed).  
La répartition par espèce suit grossièrement celle des autres domaines de recherches avec 
quelques spécificités pour le paludisme.  
 

 Dans ce secteur de recherche aussi, le plus grand nombre de publications concernent le 
macaque (Macaca sp.), avec 45% des 1600 publications impliquant des primates 
référencées sur Pubmed. L’orang-outan (Pongo pygmaeus) et le gibbon (Hylobates 
sp.) sont aujourd’hui cités de façon anecdotique. 

 
 Le primate actuellement recommandé par l’OMS pour la recherche sur le paludisme, 

est le singe de nuit, Aotus sp. (A. lemurinus, A. l. griseimembra, A. triviragtus, A. 
nancymai, A. vociferans) avec 25% des 1600 publications impliquant des primates 
référencées sur Pubmed. D’autres modèles sud-américains sont couramment utilisés, 
comme le saïmiri (Sciureus sp.), puis, de façon bien plus anecdotique, le tamarin 
(Saguinus sp.), le singe hurleur (Alouatta sp.), le singe araignée (Ateles sp.) et le 
capucin (Cebus sp.). Au total, les primates sud-américains sont impliqués dans 38% 
des références liées au paludisme et aux primates. 
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 Concernant les primates africains (17% des publications impliquant des primates sur 
Pubmed), le chimpanzé (Pan troglodytes) est, de loin, le plus fréquemment cité avec 
164 références pour « pan + plasmodium ». Viennent ensuite les cercopithèques 
(Cercopithecus sp.), les babouins (Papio sp.), les mandrills et drills (Mandrillus sp.) et 
le groupe des lémuriens (Lemuridae). 

B- LES PLASMODIUMS DES  PRIMATES NON-HUMAINS  
Le genre Plasmodium, comme la plupart des protozoaires, présente un degré de spécificité 
d’hôte assez peu élevé. Il est donc présent largement dans l’ensemble du monde animal et a 
fortiori chez les primates non-humains (Kaup & Schwibbe, 2002).  
 
Sur les 200 espèces plasmodiales décrites, on en dénombre aujourd’hui plus de 25 chez les 
primates : 

- 4 pour les grands singes, 
- 4 pour les gibbons,  
- 8 pour les cercopithèques,  
- 2 chez les cébidés, 
- 7 chez les lémuriens.  

 
Ce nombre augmente encore avec les travaux les plus récents (de nouvelles sous-espèces mais 
aussi de nouvelles espèces de Plasmodium sont régulièrement isolées) mais certaines 
taxonomies demeurent incertaines.  

B.1- HISTORIQUE 

Les premières découvertes furent asiatiques, il y a près d’un siècle. Puis dans les années      
20-30, beaucoup de travaux concernèrent les chimpanzés. En Asie, de nouvelles espèces 
plasmodiales furent mises en évidence dans les années 60. Enfin, depuis les années 80, la 
plupart des travaux de description de nouvelles espèces plasmodiales concernent les 
Lémuriens. 
 
 

Plasmodium Hôte original Références de découverte 

P. pitheci Pongo pygmaeus  
(orang-outan de Bornéo) 

(Halberstaeder & Von 
Prowazek, 1907) 

P. inui Macaca fascicularis 
(macaque crabier) (Halberstaeder et al., 1907) 

P. cynomolgi Macaca fascicularis 
(macaque crabier) (Mayer, 1907) 

P. brasilianum Cacajao calvus  
(ouakari) 

(Gonder & Von Bernberg-
Gossler, 1908) 

P. reichenowi Pan troglodytes (chimpanzé) 
Gorilla gorilla (gorille) (Sluiter et al., 1922) 

P. knowlesi Macaca fascicularis 
(macaque crabier) 

(Sinton & Mulligan, 1932-
1933) 

P. gonderi Cercocebus torquatus atys 
(mangabé enfumé) (Sinton et al., 1932-1933) 

P. schwetzi Pan troglodytes (chimpanzé) 
Gorilla gorilla (gorille) (Brumpt, 1939) 
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P. hylobati Hylobates moloch 
(gibbon argenté de Java) (Rodhain, 1941) 

 
P. simium 

Alouatta fusca  
(singe hurleur brun) (Da Fonseca, 1951) 

P. girardi Eulemur fulvus rufus  
(lémur à front roux) (Buck et al., 1952) 

P. foleyi Eulemur fulvus rufus  
(lémur à front roux) (Buck et al., 1952) 

P. coatneyi Anopheles hackeri * (Eyles et al., 1962a) 

P. fieldi Macaca nemestrina  
(macaque à queue de cochon) (Eyles et al., 1962b) 

P. lemuris Eulemur fulvus collaris 
(lémur à collier roux) (Huff & Oogstraal, 1963) 

P. youngi Hylobates lar  
(gibbon à mains blanches) (Eyles et al., 1964) 

P. cylesi Hylobates lar  
(gibbon à mains blanches) (Warren et al., 1965) 

P. fragile Macaca sinica  
(macaque à toque) (Dissanaike et al., 1965b) 

P. simiovale Macaca sinica  
(macaque à toque) (Dissanaike et al., 1965a) 

P. jefferyi Hylobates lar 
(gibbon à mains blanches) (Warren et al., 1966) 

P. silvaticum Pongo pygmaeus  
(orang-outan de Bornéo) (Garnham et al., 1972) 

P. coulangesi Eulemur macaco macaco 
(lémur macaco) (Lepers et al., 1989) 

P. percygarnhami Eulemur macaco macaco 
(lémur macaco) (Landau et al., 1989) 

P. uilenbergi Eulemur fulvus fulvus  
(lémur brun) (Landau et al., 1989) 

P. bucki Eulemur macaco macaco 
(lémur macaco) (Landau et al., 1989) 

* seule espèce plasmodiale des primates découverte initialement dans un moustique 
 
Tableau 4 : liste des principales espèces plasmodiales de primates avec leur hôte original lors 
de leur découverte, adaptée d’après Collins (Collins & Aikawa, 1993) 

 
Il semble que l’ancêtre du Plasmodium des primates soit Hepatocystis, un parasite ubiquiste et 
bénin des singes africains qui ne produit que des gamétocytes dans la circulation sanguine. 
 
Les premiers parasites sont donc vraisemblablement africains. L’infection des singes du 
Nouveau Monde viendrait des mouvements d’esclaves d’Afrique et d’Europe. D’ailleurs les 
deux plasmodiums des singes du Nouveau Monde, P. brasilianum et P. simium, sont d’un 
point de vue moléculaire très proches de P. malariae et P. vivax (Fandeur et al., 2000). 
 
 
 



Les primates africains et la recherche sur le paludisme 
 

 66

B.2- LES PLASMODIUMS ET LEURS HOTES NATURELS 

PRIMATES AFRICAINS 
Hôte naturel Plasmodium 

Pan troglodytes (chimpanzé) P. schwetzi, P. reichenowi 
Gorilla gorilla (gorille) P. schwetzi, P. reichenowi 
Mandrillus leucophaeus (drill) P. gonderi 
Cercocebus torquatus atys (Cercocèbe enfumé) P. gonderi 
Cercocebus galeritus (Mangabey à ventre doré) P. gonderi 

 
Tableau 5 a 

 
PRIMATES ASIATIQUES 

Hôte naturel Plasmodium 
Pongo pygmaeus (orang-outan de Bornéo) P. pitheci, P. silvaticum 
Hylobates lar (gibbon à mains blanches) P. eylesi, P. jeffreyi, P. youngi 
Hylobates moloch (gibbon argenté de Java) P. hylobati 
Macaca arctoides (macaque brun) P. cynomolgi 
Macaca cyclopsis (macaque de Formose) P. cynomolgi, P. inui 
Macaca fascicularis (macaque crabier) P. cynomolgi, P. coatneyi, P. fieldi, P. 

inui, P. knowlesi 
Macaca mulatta (macaque rhésus) P. cynomolgi, P. inui 
Macaca nemestrina (macaque à queue de cochon) P. cynomolgi, P. fieldi, P. inui, P. 

knowlesi 
Macaca radiata (macaque bonnet chinois) P. cynomolgi, P. fragile, P. inui 
Macaca sinica (macaque à toque) P. cynomolgi, P. fragile, P. simiovale 
 

Tableau 5 b 
 

PRIMATES AMERICAINS 
Hôte naturel Plasmodium 

Alouatta fusca (singe hurleur brun) P. brasilianum, P. simium
Alouatta palliata (hurleur à manteau) P. brasilianum 
Alouatta seniculus straminea (hurleur rouge) P. brasilianum 
Alouatta villosa (hurleur noir) P. brasilianum 
Aotus sp.(singe de nuit) P. brasilianum 
Ateles fusciceps (singe araignée à tête brune) P. brasilianum 
Ateles geoffroyi (singe araignée de Panama à mains noires) P. brasilianum 
Ateles geoffroyi grisescens (singe araignée de Panama à mains 
noires) 

P. brasilianum 

Ateles paniscus (singe araignée noir) P. brasilianum 
Ateles chamek (singe araignée à tête noire) P. brasilianum 
Brachyteles arachnoides (muriqui) P. brasilianum, P. simium
Callicebus moloch ornatus (callicèbe gris) P. brasilianum 
Callicebus torquatus (callicèbe à fraise) P. brasilianum 
Cebus albifrons (sapajou à front blanc) P. brasilianum 
Cebus apella (capucin fauve) P. brasilianum 
Cebus capucinus (sapajou capucin) P. brasilianum 
Cebus capucinus capucinus (sapajou capucin) P. brasilianum 
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Cebus capucinus imitator (sapajou capucin) P. brasilianum 
Chiropotes satanas chiropotes (saki capucin) P. brasilianum 
Lagothrix lagotricha cana (lagothrix d’Humboldt) P. brasilianum 
Lagothrix lagotricha infumata (lagothrix d’Humboldt) P. brasilianum 
Lagithrix lagotricha lagotricha (singe laineux gris) P. brasilianum 
Saimiri boliviensis (sapajou à tête noire) P. brasilianum 
Saimiri sciureus (singe écureuil) P. brasilianum 
Saguinus geoffroyi (tamarin) P. brasilianum 

 
Tableau 5 c 

Tableau 5 a, b, c : plasmodiums des primates simiens  
 

Dans certaines classifications, on retrouve P. rodhaini, décrit chez le chimpanzé et le gorille 
et transmissible à l’homme. Il s’agirait en fait très probablement de P. malariae (Centre 
National de la Recherche Scientifique, 2004). 
 
Ainsi, si l’on excepte P. malariae, aucun primate ne semble naturellement sensible aux 
plasmodies humaines. 

B.3- CYCLE DU PLASMODIUM CHEZ LES PRIMATES 

Le cycle global du Plasmodium chez les primates est le même que celui des plasmodies 
humaines : passage de sporozoïtes de l’anophèle à l’hôte, développement dans le foie, 
invasion du sang par les mérozoïtes, transformation en gamétocytes et ingestion de ces 
derniers par le moustique. 
 
Comme P. vivax et P. ovale, P. cynomolgi, P. simiovale et P. fieldi produisent des stades 
hépatiques latents, les hypnozoïtes, responsables de rechutes. 
 
Les parasites des primates présentent en général une périodicité tierce, avec un cycle asexué 
toutes les 48h (comme P. falciparum, P. vivax et P. ovale) (Coatney et al., 1971).  

 C’est notamment le cas de tous les plasmodiums africains (sauf l’hypothétique P. 
rhodaini qui est quarte comme P. malariae).  
 En Amérique, les cycles sont plutôt quartes (P. brasilianum) parfois tierces (P. 

simium).  
 En Asie, tous les cas existent : P. knowlesi a un cycle quotidien, P. inui est quarte, les 

autres sont tierces. 

B.4- CLINIQUE 

A la grande différence de l’humain, les primates simiens autochtones ont des infections 
inapparentes ou de très légers troubles. Par exemple, P. schwetzi chez le chimpanzé provoque 
une infection légère avec parfois un peu de fièvre (Coatney et al., 1971).  
La maladie est de courte durée et la parasitémie est faible. Les rechutes sont rares et la 
guérison est spontanée.  
 
Une exception à cette règle concerne P. brasilianum, l’agent le plus commun de la malaria 
chez le saïmiri, qui provoque chez son hôte une anémie hémolytique bénigne, de l’apathie et 
une splénomégalie. 
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Les symptômes peuvent cependant être plus marqués dans deux cas :  
- lorsque l’animal est immunodéprimé ou splénectomisé 
- lorsque l’on inocule expérimentalement un plasmodium chez un primate qui n’est pas l’hôte 
naturel (Centre National de la Recherche Scientifique, 2004) : 
 

o P. knowlesi chez le macaque rhésus provoque une maladie grave parfois 
mortelle alors qu’il est asymptomatique chez son hôte, la macaque crabier. 

o P. eylesi (du gibbon) entraîne une parasitémie élevée chez le mandrill. 
o P. knowlesi, P. coatneyi (2 plasmodiums du macaque crabier) et plus rarement 

P. cynomolgi (commun au macaque crabier et au macaque rhésus) entraînent 
chez le macaque rhésus un ictère, une anorexie, de l’apathie, de la fièvre, une 
anémie et une splénomégalie chez l’animal non splénectomisé. Les femelles 
gestantes peuvent présenter des anémies sévères avec de sévères conséquences 
sur le foetus (Davison et al., 1998; Davison et al., 2000). On peut également 
fréquemment observer un oedème pulmonaire et/ou cérébral (Ibiwoye et al., 
1993) ce qui n’est pas sans rappeler le neuropaludisme dû à P. falciparum. 

 
En cas d’infection mortelle, les principales lésions retrouvées sont (Baskin, 1999) : 

- poumons, foie et rate gris, 
- anémie, 
- présence dans les tissus de macrophages remplis de pigment plasmodial, 
- hémosidérose, 
- présence fréquente de thrombose et de coagulation intravasculaire avec accumulation 

d’érythrocytes infectés, 
- oedème pulmonaire et/ou cérébral fréquent. 

B.5- DIAGNOSTIC 

 Le diagnostic repose principalement sur le diagnostic direct (frottis et goutte épaisse) ; 
ce diagnostic est difficile lorsqu’il s’agit d’un Plasmodium naturel à cause de la faible 
parasitémie.  

 
Une première attention doit être portée afin de ne pas confondre le genre Plasmodium 
avec d’autres parasites du groupe des Apicomplexa tels que Entopolypoides macaci ou 
Hepatocystis kochi qui sont aussi intra-érythrocytaires et fréquents chez le macaque 
rhésus, certains cercopithèques et le babouin (Ozwara et al., 2003b). Ces parasites sont 
plus petits que Plasmodium, remarquablement pléomorphiques, et ne produisent pas 
de pigment. L’infection qu’ils provoquent est toujours bénigne (Zeiss & Shomer, 
2001), même chez des animaux splénectomisés, et ne répond pas aux antipaludiques. 
 
Ensuite, concernant le diagnostic d’espèce plasmodiale, il est parfois très délicat, 
comme par exemple dans le cas de P. brasilianum et P. simium qui sont 
respectivement morphologiquement similaires à P. malariae et P. vivax. 

  
 Les tests de recherche d’antigène (HRP2, LDH) peuvent être positifs pour                  

P. cynomolgi, P. coatneyi et P. knowlesi ; les autres espèces n’ont, à priori, pas été 
testées (Baskin, 1999).  

 
 La PCR permet, avec une extrême sensibilité, de détecter le parasite et d’exclure la 

présence de plasmodiums humains. Cependant, assez peu d’amorces sont disponibles 
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pour les plasmodiums des primates non-humains (principalement disponibles pour les 
plasmodiums de macaque, P. cynomolgi, P. knowlesi, et P. coatneyi).  

 
 La sérologie enfin s’applique bien aux chimpanzés, plus difficilement aux autres 

espèces, et comporte les mêmes inconvénients que chez l’humain (long délai 
d’apparition des anticorps qui en fait un mauvais outil diagnostic). 

B.6- THERAPEUTIQUE 

 La plupart des paludismes des primates peut être traitée à la chloroquine (7 mg/kg par 
voie intramusculaire ou per os pendant 5 jours). Cependant, le goût très amer des      
4-aminoquinolines réduit leur usage aux voies intramusculaires ou aux gavages par 
sonde. De plus, la chloroquine agit sur les stades asexués sanguins mais pas sur les 
stades hépatiques ni sur les gamétocytes (Cogswell, 2000). 

 
 La méfloquine est aussi utilisable (20 mg/kg, une dose unique per os) et son emploi 

est possible en cas de résistance à la chloroquine (Cogswell, 2000). 
 

 L’association pyriméthamine-sulfadoxine est pratique, car il suffit d’une injection 
unique pour obtenir une bonne clearance sanguine (utilisée au CIRMF chez le 
chimpanzé et le mandrill aux mêmes doses que chez l’humain). 

 
 Les stades hépatiques sont traités à la primaquine (3mg/kg, 7 jours). Ceci est 

particulièrement important lors d’infection naturelle ou d’inoculation expérimentale 
par des sporozoïtes de P. cynomolgi, P. simiovale ou de P. fieldi qui possèdent des 
hypnozoïtes (Cogswell, 2000).  
En raison de leur toxicité augmentée lorsqu’elles sont administrées ensemble, la 
chloroquine et la primaquine doivent être données séparément. 
Ainsi, par exemple, le traitement classique des saïmiris d’expérimentation consiste en 
une série d’injections intramusculaires de chloroquinine (2,5 mg/kg) pendant 7 jours 
suivie par l’administration per os de primaquine (0,75 mg/kg) pendant 14 jours 
(Pingard, 1992). 

 
 Les thérapies plus récentes comme l’association atovaquone-proguanil ou artemether-

luméfantrine doivent être aussi peu utilisées que possible afin de limiter l’extension 
des résistances.  

C- INTERETS DES PRIMATES AFRICAINS DANS LA 
RECHERCHE SUR LE PALUDISME 

C.1- INTERET EN TANT QUE MODELE ANIMAL 

Au cours des dernières décennies, des progrès remarquables ont permis de remplacer un grand 
nombre d’expériences sur les animaux par des méthodes dites alternatives.  
 
Les méthodes alternatives appartiennent à deux grandes catégories :  

- des méthodes « synthétiques » : les méthodes de bio-informatique structurale et de 
criblage in silico ainsi que le recours à l'imagerie médicale ;  
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- des méthodes cellulaires de type in vitro : le recours aux structures cellulaires ou 
subcellulaires, tissulaires et aux organes isolés, l'utilisation d'organismes moins 
évolués (invertébrés, plantes ou micro-organismes) ou de cellules souches 
embryonnaires. 

C.1.1- Par rapport aux modèles bio-informatiques 

Les progrès en informatique ont fait un immense bond durant ces dernières décennies. Les 
biochimistes ont développé des modèles mathématiques qui étudient assez précisément la 
cible des molécules recherchée pour en déduire la structure de la molécule ; en résumé, cela 
revient à mieux étudier la serrure, la modéliser, pour pouvoir en déduire la forme de la clé 
nécessaire (Volker & Brown, 2002).  
 
Cette technique est donc intéressante pour développer de nouvelles thérapies antipaludiques à 
partir des connaissances du modèle plasmodium ou de la cellule infectée par le plasmodium. 
 
Certains ont vu en l’apparition de ces logiciels la fin de l’utilisation de l’animal pour la 
recherche. C’est malheureusement impossible, pour deux raisons principales :  

1- parce que ces logiciels ne fonctionnent que parce qu’ils sont programmés, en 
fonction de ce que l’on connaît de l’animal et de la molécule à tester. Pour exister, 
ces logiciels s’appuient donc sur les recherches sur l’animal.  

2- parce que les prédictions basées sur ces modèles restent très imparfaites. Dans le 
cas du paludisme, aucun logiciel actuel ne peut intégrer la complexité et la 
dynamique des relations hôte-parasite. 

 
La bio-informatique constitue donc un outil supplémentaire pour orienter les recherches sur le 
paludisme, mais en aucun cas les ordinateurs ne peuvent assumer seuls le rôle de modèle et se 
substituer à l’animal. 

C.1.2- Par rapport aux modèles in vitro 

De la même façon, le système d’étude in vitro reste sérieusement limité.  
 
Dans le cas du paludisme, la principale difficulté concerne la culture du plasmodium 
(Schuster, 2002). En effet, certaines espèces sont difficiles à entretenir, comme P. vivax 
(Golenda et al., 1997). Pour P. falciparum, si les souches de laboratoire sont faciles à mettre 
en culture, les souches de « terrain » sont bien plus délicates à faire pousser in vitro. 
 
Par ailleurs, ces parasites sont dans un environnement artificiel (sang ou hépatocytes), sans 
relation avec le reste de l’organisme qui les abrite. Or la biologie du plasmodium est très 
dépendante des interactions avec les autres cellules du corps (mécanismes immunitaires 
notamment). Les méthodes in vitro permettent donc seulement l’étude de secteurs bien 
limités.  
 
Ainsi, quelle que soit leur sophistication, ces méthodes ne pourront jamais simuler la relation 
hôte-parasite dans toute sa complexité ni garantir que tous ces systèmes et leurs interactions 
auront bien été pris en compte. Les mêmes cellules (plasmodies ou cellules de l’hôte) étudiées 
in vitro peuvent ne pas réagir de la même façon que celles évoluant au sein d’un organisme 
complet. 
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Il sera donc toujours nécessaire à un moment donné de la recherche d'étudier l’hôte dans sa 
globalité, donc de recourir à l'expérimentation animale afin d'acquérir un maximum de 
garanties avant l'application à l'homme. 
 
Ainsi, par exemple, l’utilisation de l’animal est primordiale dans l’étude de la pathogénicité 
ou de la mise au point d’un vaccin : le vaccin n’agit pas seul, ni directement. Il nécessite de 
stimuler le système immunitaire pour lutter ensuite contre le plasmodium. Un vaccin doit 
donc être testé sur l’animal pour en vérifier l’innocuité sur l’ensemble des cellules et 
l’efficacité sur le système immunitaire. 

C.1.3- Par rapport à une étude directe sur l’humain 

Si les études sur les humains apportent de précieuses informations sur l’épidémiologie d’une 
maladie ou sur les maladies elles-mêmes, ces études sont avant tout limitées par des 
considérations éthiques.  
 
L'intérêt de la recherche chez le PNH est que l'on peut théoriquement mener les conditions 
expérimentales jusqu'à leur extrême, c'est-à-dire la mort.  
 
On peut ainsi :  
 

- étudier les mécanismes immuno-pathogéniques en jeu au cours de l'accès pernicieux ; 
- avoir accès aux populations cellulaires spléniques, car l’immunité circulante 

(accessible chez l’homme) ne suffit pas à expliquer les réactions immunitaires face au 
paludisme. La rate semble donner un bon reflet des mécanismes immunologiques mis 
en jeu par l'hôte contre le parasite ; 

- avoir accès à des prélèvements post-mortem (cerveau, foie, rate, etc.) beaucoup plus 
facilement que chez l'homme ; 

- tester des molécules (alors que chez l’homme il faut auparavant en démontrer 
l’innocuité) ; 

- sélectionner les vaccins et ainsi éviter de les évaluer inutilement chez l’homme. En 
effet, les bonnes pratiques de réalisation d’essais vaccinaux dictées par l’OMS rendent 
ces essais difficiles, longs et très coûteux : 

 
 consentement éclairé des participants,  
 structures de soins pour le traitement des réactions vaccinales possibles 

et des accès palustres,  
 comité indépendant de supervision des données et de l’innocuité,  
 évaluation préalable de l’innocuité du candidat vaccin d’une part chez 

des sujets de zone non-endémique, d’autre part chez des sujets de zone 
endémique, 
 procédures de fabrication internationalement reconnues,  
 durée minimale des essais supérieure à 5 ans, etc.  
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C.2- INTERET PAR RAPPORT AUX MODELES NON PRIMATES 

Dans le cadre du paludisme, le modèle animal le plus classiquement utilisé est le rongeur. 
 

 La première raison à cela est la même que pour tout domaine de recherche : les 
rongeurs sont des animaux biologiquement très bien définis, leur coût d’achat et 
d’entretien sont minimes et leur disponibilité est grande.  
 La seconde raison est plus spécifique au paludisme : les plasmodiums de certains 

rongeurs sont assez proches des plasmodiums humains (figure 10).  
 
 

 
 
Figure 10 : phylogénie de quelques plasmodies établie à partir du gène CSP 
(Circumsporozoite protein) (Ayala et al., 1999) : 2 plasmodiums de rongeurs (P. yoelii et P. 
bergei) et 10 plasmodiums de primates 
 
Toutefois, les espèces plasmodiales des PNH sont plus proches des plasmodiums humains que 
ne le sont celles des rongeurs. De même, dans la phylogénie des espèces hôtes, les primates 
sont bien sûr bien plus proches des humains que ne le sont les rongeurs. Cette proximité des 
hôtes et des parasites a de nombreuses conséquences (immunitaires, métaboliques, etc.), qui 
aboutiront toujours à la possibilité d’extrapolation plus directe des observations à l'homme. 

C.2.1- Sensibilité croisée des plasmodiums  

Des études épidémiologiques couplées chez l’homme et le PNH ont montré la possibilité de 
passage de plasmodiums d’une espèce à l’autre (Volney et al., 2002) ; certains scientifiques 
avancent même que les PNH pourraient jouer le rôle de réservoir de paludisme (Fandeur et 
al., 2000). 
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C.2.1.1- sensibilité des primates aux souches humaines 

Il est primordial, dans le cadre du développement de vaccins ou de thérapies, de tester les 
nouvelles molécules sur des animaux pour en vérifier d’abord l’innocuité. Pour en mesurer 
l’efficacité, l’idéal serait donc que ces animaux soient porteurs du plasmodium humain que 
l’on souhaite combattre. 
 
Or il est impossible d’infecter un rongeur ou n’importe quel autre animal non primate avec les 
espèces plasmodiales humaines. Seuls quelques PNH présentent une sensibilité aux parasites 
humains.  
De façon naturelle, seul P. malariae infecterait les PNH, mais d’autres plasmodiums peuvent 
leur être inoculés de façon expérimentale (Centre National de la Recherche Scientifique, 
2004).  
 

• Espèces sensibles aux deux plasmodiums humains majeurs P. falciparum et P. vivax  
(Coatney et al., 1971) : 
 singe nocturne : Aotus sp., ((Geiman & Meagher, 1967) pour P. falciparum ; 

(Porter & Young, 1966; Collins et al., 2005b) pour P. vivax) 
 singe hurleur : Alouatta fusca ((Taliaferro & Taliaferro, 1934) pour P. falciparum)  
 tamarin : Saguinus geoffroyi ((Porter & Young, 1967) pour P. falciparum ; (Porter 

et al., 1966) pour P. vivax) 
 saïmiri : Saïmiri sciureus ((Young & Rossan, 1969c) pour P. falciparum ; (Deane 

et al., 1966) pour P. vivax) 
 singe capucin : Cebus capucinus ((Young & Baerg, 1969a) pour P. falciparum ; 

(Young & Porter, 1969b) pour P. vivax) 
 singe araignée : Ateles sp. ((Young et al., 1969b) pour P. vivax) 
 chimpanzé : Pan troglodytes ((Bray, 1958a) pour P. falciparum ; (Mesnil & 

Roubaud, 1920) pour P. vivax) 
 gibbon : Hylobates lar, ((Ward et al., 1965) pour P. falciparum) 
 macaque : Macaca sp. ((Cadigan et al., 1966) pour P. falciparum ; insensible à P. 

vivax) 
 
• Espèces sensibles à P. malariae : 

 singe nocturne : Aotus sp. (Geiman & Siddiqui, 1969) 
 chimpanzé : Pan troglodytes (Rodhain, 1948) 
 saïmiri : Saïmiri sciureus (Collins et al., 1989b) 

 
• Espèce sensible à P. ovale : 

 chimpanzee : Pan troglodytes (Bray, 1957; Collins & Jeffery, 2005a)  

C.2.1.2-  sensibilité des humains aux souches des primates 

On a décrit des infections naturelles d’humains à des plasmodies d’origine simienne. Elles 
semblent assez rares et leurs manifestations cliniques sont bénignes.  
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L’homme semble peu réceptif aux parasites des singes anthropoïdes et semble plus sensible 
aux plasmodiums des macaques du Sud-Est asiatique ou des primates sud-américains. Une 
petite dizaine de plasmodies est, de façon certaine, responsable d’infections humaines : 
 

 P. knowlesi (Singh et al., 2004)  
 P. cynomolgi (Eyles et al., 1960)  
 P. brazilianum (Deane, 1992) 
 P. simium (Deane, 1992) 
 P. inui (Collins, 2003) 
 P. eylesi (Coatney et al., 1971) 
 P. schwetzi (Rodhain & Dellaert, 1955b; Rodhain & Dellaert, 1955a) 

 
En revanche, P. coatneyi, P. gonderi, P. fragile, P. fieldi, P. simiovale et, de façon plus 
étonnante, P. reichenowi (Rodhain, 1939) ne sont pas considérés comme infectieux pour 
l’homme. 
 
Ainsi, en général, cette sensibilité de l’homme aux plasmodiums simiens semble 
suffisamment anecdotique dans la nature pour minimiser son rôle dans le fléau du paludisme. 
Elle ne constitue pas pour l’instant un facteur limitant pour les programmes de prophylaxie et 
d’éradication de la maladie (Centre National de la Recherche Scientifique, 2004).  

C.2.1.3- notion de réservoir 

Dans le domaine des zoonoses, une idée répandue est celle que les primates ne peuvent avoir 
de rôle important dans le maintien de pathogènes dans la mesure où ils sont trop dispersés.  
 
Mais dans le cas du paludisme, la latence de la maladie permet même aux petites populations 
de maintenir le plasmodium. Le cas des orangs-outans en est un bon exemple : ils abritent 
deux espèces plasmodiales alors que leur densité n’est que de 2 individus par km2 (Peters, 
1976).  
 
Suivant ce principe, l’existence d’hypnozoïtes de certaines espèces plasmodiales 
représenterait la condition extrême pour un maintien dans les plus petites populations. 
 
Par ailleurs, l’écologie des primates représente une autre condition favorable au maintien du 
paludisme : 

- les primates vivent en forêt, en groupe, ce qui constitue un facteur attractif pour les 
moustiques ; 

- leur régime frugivore leur impose une mobilité (terrestre ou arboricole) qui augmente 
leur exposition. 

 
Deux éléments ont longtemps manqué pour définir le rôle exact des  primates non-humains 
dans le maintien du paludisme : 

• le peu de données concernant le statut sanitaire des  primates non-humains sauvages, 
• le développement d’outils permettant un diagnostic d’espèces plus précis que le frottis 

sanguin. 
 
Ainsi, le développement de la PCR pour le diagnostic d’espèces plasmodiales a été un 
élément décisif pour l’étude des interactions entre les parasites simiens, humains et leurs 
hôtes. 
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 Une étude dans le district de Kapit en Malaisie a indiqué que 20% des cas cliniques de 
paludisme humain ont une allure microscopique légèrement différente de la normale et 
sont négatifs en PCR pour P. malariae. Malgré ce doute, ces cas étaient tout de même 
jusque là déclarés comme paludisme à P. malariae.  
Des travaux sur cette population ont permis de mettre en évidence que 50% de ces cas 
douteux étaient liés à des infections à P. knowlesi (un plasmodium du macaque 
crabier), dont l’aspect microscopique est très similaire à P. malariae (Singh et al., 
2004).  
Ainsi, dans cette région au moins, il semble que les infections à plasmodies d’origines 
simiennes soient largement sous-diagnostiquées. 
 

 Plusieurs études réalisées en Guyane française ont également soulevé la question du 
risque zoonotique pour le paludisme : 

o Fandeur a d’abord démontré la forte prévalence (plus de 10% de PNH infectés) 
de P. brasilianum chez les primates sauvages (atèles, singes hurleurs et 
tamarins) (Fandeur et al., 2000).  

o Ses résultats furent d’ailleurs confirmés par une autre étude épidémiologique 
concernant plusieurs espèces de mammifères et de reptiles (de Thoisy et al., 
2000). 

o Mais lorsque les séquences de ces parasites étaient alignées sur les séquences 
de P. malariae, rien ne permettait de distinguer les deux espèces plasmodiales. 

o Une étude sérologique révéla que 73% des primates étaient positifs pour le 
peptide circumsporozoïte de P. malariae/P. brasilianum.  

o Un certain nombre d’animaux réagirent également positivement aux séquences 
répétitives NANP de P. falciparum, suggérant ainsi que les primates étaient 
aussi piqués par des anophèles infectées par des parasites humains. 

o Par ailleurs les populations humaines vivant à proximité des forêts eurent des 
sérologies à P. malariae/P. brasilianum assez élevées.  

 
Ces résultats suggèrent que certains  primates non-humains pourraient constituer un 
réservoir non seulement pour les autres espèces de singes, mais aussi pour les 
humains. Ils pourraient ainsi être responsables du maintien dans cette zone isolée de 
forêt amazonienne de P. malariae (Volney et al., 2002) car ils sont bien souvent 
utilisés comme animaux de compagnie par les populations (de Arruda et al., 1989). 

 
 Au Brésil, en Nouvelle-Guinée, en Indonésie, des études menées chez l’humain ont 

permis de mettre en évidence une espèce plasmodiale très répandue, proche de           
P. vivax, appelée ainsi P. vivax-like, mais qui est en fait aussi très proche de               
P. simiovale des macaques asiatiques (Qari et al., 1993; Escalante et al., 1995). 

 
 Concernant l’Afrique, que dire des chimpanzés porteurs de P. ovale ? Ou de              

P. rodhaini des chimpanzés et gorilles qui ne serait en fait que P. malariae ? Ou des 
suspicions de P. reichenowi chez des humains (Coatney et al., 1971) ? Ou des cas de 
P. schwetzi, proche de P. vivax, transmis du chimpanzé à l’humain via une piqûre de 
moustique (Contacos et al., 1970) ? 

 
Cette liste n’est pas exhaustive car, bénéficiant des progrès PCR, les études sur ce sujet ne 
font que commencer.  
 



Les primates africains et la recherche sur le paludisme 
 

 76

Les primates pourraient donc parfois jouer le rôle de réservoir du paludisme dans la mesure 
où ils ne sont pas malades avec leur parasite, mais avec une importance différente selon les 
régions du monde et le plasmodium considérés. Ainsi par exemple, P. reichenowi qui est 
pourtant le plus proche parent de P. falciparum, ne semble pourtant pas directement 
transmissible à l’homme (Coatney et al., 1971). 
 
Enfin, ce rôle de réservoir pourrait ne pas avoir que des inconvénients : on peut imaginer que 
les primates seraient aussi des réservoirs de souches sauvages, non résistantes aux 
antipaludiques. En effet, si un primate abrite deux souches, l’une sauvage, l’autre résistante, 
on peut penser que la compétition entre les deux souches aboutira à la disparition de la souche 
résistante. Ceci s’expliquerait par le fait que l’acquisition de la résistance a été coûteuse pour 
la souche (Wolfe et al., 1998). Un phénomène semblable a été décrit chez les babouins 
sauvages ; ils présentaient bien moins de souches de bactérie intestinales gram – résistantes 
que n’en possédaient les populations de babouins vivant auprès des humains (Rolland et al., 
1985). 
 
Les études sur les primates sauvages doivent donc se poursuivre et se développer, afin de 
mieux cerner le rôle de ces derniers dans le maintien et la transmission du paludisme. 

C.2.2- Proximité des tableaux cliniques 

Les modèles rongeurs ne reproduisent que partiellement les symptômes se rapportant à 
l’homme : ils donnent un simple aperçu dans le cadre du neuropaludisme (Hunt et al., 2003) 
et par ailleurs les symptômes observés sont peu reproductibles. 

C.2.2.1- les primates modèles cliniques  

Les primates font d’excellents modèles pour tous les types de cliniques du paludisme : 
 

- ils peuvent reproduire la variété des symptômes observés lors d’accès simples de 
paludisme, du simple syndrome grippal aux cas mortels. Cette diversité s’obtient aussi 
bien avec un parasite humain (ex : P. falciparum chez le saïmiri (Contamin et al., 
2000)) qu’avec un parasite simien (ex : P. knowlesi chez le babouin (Ozwara et al., 
2003b)); 

- ils peuvent développer un neuropaludisme, que ce soit avec un plasmodium humain 
(ex : P. falciparum chez le saïmiri (Gysin et al., 1992)) ou simien (ex : P. fragile chez 
le macaque rhésus) (Fujioka et al., 1994)) ; 

- ils peuvent enfin être des modèles du paludisme de la femme enceinte (ex : P. coatneyi 
chez le macaque rhésus) (Davison et al., 1998)). 

C.2.2.2- possibilité de tester l’efficacité de nouvelles molécules 

La plupart des substances étant schizonticides, leur efficacité peut être testée avec de 
nombreux plasmodiums, c’est-à-dire aussi bien chez la souris (avec P. berghei et P. yoelii) 
que chez le primate (ex : P. knowlesi et P. cynomolgi) (Shi et al., 1999).  
 
Cependant, si les rongeurs possèdent un plasmodium « naturel » assez proche du plasmodium 
humain pour tester les nouvelles molécules, l’avantage du primate sur le rongeur est encore lié 
à sa proximité avec l’humain (notamment en ce qui concerne son métabolisme et donc la 
pharmacodynamique et la pharmacocinétique d’une molécule).  
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Ainsi, on continue de tester les médicaments sur les rongeurs pour un premier aperçu de leur 
efficacité et de leur toxicité, mais ensuite les tests sur les primates permettent d’en déterminer 
plus précisément les doses thérapeutiques (Puri & Dutta, 2003). En effet, le passage du 
rongeur aux primates s’accompagne généralement d’une forte baisse de la dose thérapeutique 
efficace (Puri & Singh, 2000) ce qui est simplement lié au changement de poids de l’animal : 
la dose/kg augmente si le poids de l’animal diminue. 

C.2.3- Proximité des systèmes immunitaires 

C.2.3.1- les primates modèles d’immunité 

Les PNH sont de bons modèles des mécanismes immunitaires qui ont lieu pendant le 
paludisme, avec, par rapport à l’homme, la possibilité de contrôler leur environnement. 
 
On peut ainsi suivre l’évolution du système immunitaire lors : 

- d’accès simple comme avec P. cynomolgi (P. vivax-like) ou P. knowlesi                    
(P. falciparum-like) (Praba-Egge et al., 2002) 

- de neuropaludisme (de Souza & Riley, 2002) comme avec P. coatneyi chez le 
macaque rhésus (Tongren et al., 2000). 

C.2.3.2- les primates modèles pour les essais vaccinaux 

L’homologie des séquences vaccinales des plasmodies simiennes et humaines et la proximité 
des systèmes immunitaires des PNH et des humains placent évidemment les primates au 
centre des essais vaccinaux contre le paludisme.  
 
Un avantage des primates par rapport aux humains, outre les facilités éthiques, financières et 
législatives, est que l’on peut tester au départ des adjuvants assez puissants, même s’ils sont 
contre-indiqués chez l’humain (adjuvant de Freund par exemple).  
 
Cette proximité immunitaire implique également un contrôle sérologique des animaux avant 
chaque protocole puisque, comme chez l’humain, les réponses peuvent différer lorsque les 
primates sont déjà pré-immuns (Perraut et al., 2000). 
 
Comme dans le cadre des autres études, les primates peuvent être utilisés avec leur propre 
plasmodium ou avec du plasmodium humain : certains essais vaccinaux recherchent une 
protection contre des infections homologues, d’autres études recherchent une protection 
croisée (séquence vaccinale issue d’un plasmodium X pour protéger contre une espèce 
plasmodiale Y). 
 
Pour illustrer ces propos, parmi les très nombreux travaux réalisés dans ce domaine, 
l’exemple de la séquence AMA-1 (Apical Membrane Antigen, vaccin qui a pour cible le 
mérozoïte) est choisi. En effet, non seulement cette séquence se retrouve chez beaucoup de 
plasmodiums, mais l’immunité liée aux familles d’AMA-1 est assez proche entre les PNH et 
l’humain (Thomas et al., 1994a). 
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a- essais vaccinaux avec du plasmodium de primates contre des infections homologues 

La séquence AMA-1 a ainsi été utilisée pour vacciner le macaque rhésus, en choisissant 
AMA-1 issue de P. knowlesi pour lutter contre des infections homologues (Deans et al., 
1988).  

b- protection croisée 

La séquence AMA-1 issue de P. vivax protège ainsi partiellement le macaque rhésus d’une 
infection à P. cynomolgi (Kocken et al., 1999) et AMA-1 de P. falciparum inhibe in vitro la 
croissance de P. reichenowi (Kocken et al., 2000). 
 
Ceci est également vrai lorsque cette séquence provient d’un plasmodium simien et cherche à 
protéger contre un plasmodium humain : AMA-1, avec une protéine recombinante de            
P. fragile protége partiellement le saïmiri d’une infection à P. falciparum (Collins et al., 
1994b).  

c- avec du plasmodium humain 

Les primates pouvant être utilisés dans ce cadre sont déjà moins nombreux : il s’agit de la 
petite dizaine d’espèces permissives aux infections humaines (voir précédemment). Toutefois, 
obtenir une telle protection chez un primate représente l’étape ultime pour passer aux essais 
cliniques chez l’humain.  
Reprenons l’exemple d’un vaccin utilisant la séquence AMA-1, mais cette fois issue de        
P. falciparum :  
 

- pas de protection du saïmiri contre une infection homologue (Pye et al., 1991),  
- développement d’une bonne immunité chez Aotus lemurinus lemurinus (Jones et al., 

2002).  
- le sérum obtenu de macaques rhésus vaccinés avec AMA-1 et MSP-1 (Merozoite 

Surface Protein, même principe qu’AMA-1) issus de P. falciparum inhibe la 
croissance de P. falciparum in vitro (Pan et al., 2004). 

 
Un autre exemple de protection in vivo concerne le développement du vaccin à base de LSA-3 
(Liver Stage Antigen, dirigé contre les stades hépatiques) ; des essais de vaccination à l’aide 
de LSA-3 issu de P. falciparum ont en effet permis la protection contre des infections 
homologues chez Aotus lemurinus griseimembra (Perlaza et al., 2003) et chez le chimpanzé 
(Daubersies et al., 2000). 

C.3- INTERET PAR RAPPORT AUX AUTRES PRIMATES 

Les quelques 200 espèces de primates simiens (Haplorhiniens) se divisent pour moitié en 
Catarhiniens, singes de l’Ancien Monde (Afrique et Asie) et pour autre moitié en 
Platyrhiniens, singes dits du Nouveau Monde (Amérique).  
 
La recherche sur le paludisme utilise principalement les petits primates sud-américains et les 
macaques. Les travaux réalisés sur les primates africains sont plus rares et concernent alors à 
80% les chimpanzés. 
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Pourtant, l’intérêt des primates africains n’est pas négligeable dans le cas de la recherche sur 
le paludisme : 
 

- ils sont, d’un point de vue phylogénétique et physiologique, plus proches de l’homme 
que leurs cousins américains ; 

- certains sont sensibles à tous les parasites humains ; 
- certains sont permissifs aux deux types d’infection (sang ou sporozoïtes) ; 
- ils sont permissifs à d’autres plasmodiums simiens ; 
- certains de leurs plasmodiums naturels sont extrêmement proches de P. falciparum ; 
- certains de ces primates bénéficient d’une grande disponibilité et de facilité d’élevage. 

C.3.1-  Proximité phylogénétique des primates africains avec 
l’homme 

 
 

 
Figure 11 : classification générale des primates (Dupuis, 2003) 

 
L’homme est un primate simien, catarhinien, hominoïde dont la divergence avec les grands 
singes date d’environ 5 millions d’années. Les primates africains en général ont divergé il y a 
15 à 20 millions d’années alors que le groupe des primates sud-américains a divergé il y a 30 
millions d’années. 
 
Cette plus grande proximité des PNH africains avec l’humain par rapport aux PNH sud-
américains se répercute notamment sur trois domaines qui concernent les recherches sur le 
paludisme : 

1- leur taille et leur poids, 
2- leur système immunitaire, 
3- leur système reproducteur. 



Les primates africains et la recherche sur le paludisme 
 

 80

C.3.1.1- conséquences des proximités de tailles et de poids  

La plus grande taille des primates africains présente de réels avantages dans le domaine de la 
recherche sur le paludisme. 
 

1- La possibilité de réaliser davantage de prélèvements durant le protocole : le 
volume total de sang d’un animal est d’environ 60mL/kg et l’on peut prélever 
7,5% de ce volume par semaine (Diehl et al., 2001).  
Cela signifie que pour un saïmiri ou un singe de nuit de 800g, on ne peut prélever 
que 3,6 mL par semaine. Il semble difficile dans ces conditions de pouvoir 
réaliser des bilans parasitologiques, immnunologiques, biochimiques et 
hématologiques complets. Chez un babouin de 20 kg, ce sont en revanche 90 mL 
hebdomadaires qui peuvent être prélevés et pour un chimpanzé de 50 kg, 225mL. 
Cela permet alors de réaliser ces bilans, mais aussi de faire des cultures in vitro, 
des études plus poussées de l’immunité et/ou des congélations de souches. 
 

2- Dans le cadre des recherches thérapeutiques, les doses efficaces obtenues sont 
plus proches de celles utilisées chez l’humain. 

 
3- Ces primates peuvent abriter davantage de parasites, ce qui est intéressant 

lorsqu’on cherche à produire un grand nombre de sporozoïtes. Ainsi, par 
exemple, le sang hépariné de 6 chimpanzés infectés permet de nourrir 45 000 
moustiques (Collins et al., 1986) à la seule condition de respecter un délai 
inférieur à 45 minutes après le prélèvement pour nourrir les insectes (Ponnudurai 
et al., 1990).  
Le chimpanzé peut donc être utilisé comme une « usine à sporozoïtes » qui 
permet d’infecter d’autres espèces de PNH pour la recherche (Sullivan et al., 
1996). 

C.3.1.2- conséquences des proximités des système immunitaires 

La grande proximité des systèmes immunitaires des primates africains et de l’homme est 
déterminante dans le cadre des recherches vaccinales (Kennedy & Walker, 1997).  
 
Ainsi par exemple, alors que les macaques ne présentent que 3 classes d’IgG (Martin, 1982), 
le babouin, les chimpanzés et l’humain en ont 4 (Damian et al., 1971). Les saïmiris possèdent 
quant à eux un système de groupes sanguins particulier avec des problèmes d’incompatibilité 
forte (production d’allo-anticorps anti-érythrocytaires) qui perturbe considérablement les 
parasitémies lors d’infections d’épreuve par les stades sanguins (Michel et al., 2005). 
 
Enfin au sein des primates africains, le chimpanzé appartient au petit groupe des singes 
supérieurs et est donc un modèle particulier. Les 99% d’homologie génétique avec l’homme 
(Pennisi, 2003) et son extraordinaire proximité du système immunitaire permettent entre 
autres : 

 
 de pouvoir utiliser des tests déjà développés pour l’homme ou de développer des tests 

utilisables ensuite chez l’homme (Mucenski et al., 1986); 
 des résultats de vaccination asses prédictibles (Thomas et al., 1994b ; BenMohamed et 

al., 2004) ; 
 de pouvoir tester des immunothérapies humaines, que ce soit par des anticorps 

(Dziegiel, article soumis) ou par des IFNγ (Ferreira et al., 1986) ; 
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 de penser que les différences observées pourraient correspondre à la réelle capacité 
des primates africains à éliminer le parasite (et non pas seulement à la différence 
existant entre les 2 espèces hôtes). Cette hypothèse est déjà le principe des recherches 
sur le SIDA (le primate africain représente un bon modèle de non-pathogénicité).  
On a donc la possibilité de comparer, avec l’homme et le chimpanzé, deux modèles 
très proches, l’un pathogène, l’autre non (Nardin, 1990). 

 

C.3.1.3- conséquences des proximités des systèmes reproducteurs 

Ainsi, la placentation du macaque est double discoïde alors que celle de l’homme est simple, 
comme chez le babouin. L’étude des infections palustres de la femme enceinte serait donc 
plus indiquée sur des primates africains. 

C.3.2- Sensibilité aux quatre plasmodiums humains 

Le chimpanzé est le seul animal permissif aux quatre plasmodiums humains. 
 
• Même s’il peut se développer dans les hépatocytes de saïmiri (Millet et al., 1994), le 

chimpanzé splénectomisé est le seul primate non-humain qui peut développer une 
parasitémie avec P. ovale (Morris et al., 1996; Collins et al., 2005a).  

 
• P. malariae peut se développer chez le chimpanzé splénectomisé (Collins et al., 1990) 

tout comme chez le singe de nuit splénectomisé ; mais les parasitémies obtenues chez 
le primate africain sont trois à dix fois plus élevées (jusqu’à 75 000 parasites/μL) que 
chez le modèle Aotus (Collins et al., 1994a).  

 
• P. vivax se développe bien sur les chimpanzés splénectomisés, avec les mêmes 

parasitémies que celles observées chez l’homme, contrairement aux faibles 
parasitémies (Collins et al., 1998) ou aux infections partielles (Collins et al., 1988) 
obtenues chez Aotus.  
En outre, le chimpanzé possède, comme chez l’homme, les formes hypnozoïtes de     
P. vivax (Krotoski et al., 1986).  
Enfin, le cycle complet peut être réalisé, quel que soit le mode d’infection, jusqu’à la 
transmission aux moustiques, comme pour les modèles sud-américains, mais avec un 
bien meilleur taux d’infection chez le chimpanzé. En effet, la transmission par 
sporozoïte chez Aotus n’aboutit qu’à 50% d’infection, ce qui est trop faible pour 
envisager de tester des vaccins ou des molécules dirigés contre les phases exo-
érythrocytaires (Sullivan et al., 2001).  

 
• Concernant P. falciparum enfin, il est possible d’obtenir une bonne parasitémie sur 

animal non splénectomisé. Cependant, sur animal non splénectomisé, le 
développement parasitaire s’arrête de lui-même au bout de 1 ou 2 cycles (Bray, 
1958b). Le recours à la splénectomie peut être également intéressant pour une 
comparaison avec les cas humains de paludisme sur personne splénectomisée 
(Grobusch et al., 2003). 
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C.3.3- Sensibilité aux infections par les sporozoïtes de                    
P. falciparum 

Le chimpanzé est également le seul modèle animal sensible, de manière prévisible, à des 
infections par des sporozoïtes de P. falciparum. Il constitue donc l’un des meilleurs modèles 
pour tester la protection induite par des antigènes exprimés par les stades exo-érythrocytaires 
de P. falciparum.  
 
En effet, chez le chimpanzé, le taux de conversion des sporozoïtes injectés par le moustique 
en formes hépatiques est aussi élevé que chez l’homme (30-60%) et la durée du cycle 
hépatique est identique à celle de l’homme (Meis et al., 1990). Il est donc aussi sensible que 
l’homme au développement des formes hépatiques de P. falciparum (Meis et al., 1990).  
 
Ceci est un avantage sur les primates sud-américains qui doivent être en général 
splénectomisés (Collins et al., 1992a) et dont les parasitémies observées sont faibles, 
inférieures à 1000 parasites/μL quel que soit l’inoculum (Zapata et al., 2002).  

C.3.4- Forte reproductibilité des résultats 

D’une manière générale, la reproductibilité des infections d’épreuve chez le chimpanzé est 
aussi élevée que chez l’homme : le chimpanzé, comme l’homme, ne semble pas développer 
de réelle immunité à la suite de ces infections d’épreuves répétées. Cela diffère des primates 
sud-américains, dont la parasitémie est plus faible, dure moins longtemps (Collins et al., 
2002) ou dont le niveau de protection vaccinale augmente s’ils ont déjà été en contact avec le 
parasite (Jones et al., 2000).  
 
Ainsi, du fait de la bonne reproductibilité à des infections d’épreuve successives, il est 
possible d’obtenir des résultats fiables à partir d’un faible nombre d’animaux. Cela permet de 
réduire les coûts, les durées de protocoles et de respecter le principe éthique de la réduction du 
nombre d’animaux utilisés en recherche.  
Les Aotus en revanche nécessitent souvent un plus grand nombre d’individus testés ce qui est 
problématique car il devient assez difficile de se les procurer (Herrera et al., 2002).  

C.3.5- Sensibilité à d’autres plasmodiums simiens  

 Le babouin (Papio sp.) est naturellement infecté par P. gonderi mais cette infection est 
asymptomatique. En revanche, il représente un bon modèle de paludisme bénin ou 
même sévère lorsqu’il est infecté avec P. knowlesi, un plasmodium du macaque. Il 
peut alors, comme certains macaques, développer des infections aiguës ou chroniques 
et les symptômes aussi variés que chez l’homme (Ozwara et al., 2003b). L’avantage 
de ce modèle est double : 

o sa taille est plus importante qu’un macaque (et a fortiori qu’un primate sud-
américain) ; 

o le plasmodium utilisé, P. knowlesi, est transmissible à l’homme, ce qui pourrait 
correspondre à une proximité biologique avec les plasmodiums humains. 

 
 Le mandrill (Mandrillus sphinx) quant à lui, peut développer de fortes parasitémies 

avec une infection à P. eylesi, le plasmodium du gibbon (Centre National de la 
Recherche Scientifique, 2004).  
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Utiliser des plasmodiums simiens sur des PNH africains permet conjointement : 
o de tester de nouvelles molécules antipaludiques sur un animal de grande taille, 
o d’éviter un risque de transmission à l’humain pendant le protocole. 

C.3.6- Proximité phylogénétique de leurs plasmodiums naturels 
avec P. falciparum 

Si les plasmodiums naturels des primates sud-américains, P. brasilianum et P. simium, sont 
respectivement très proches de P. malariae et P. vivax, ces primates ne sont presque utilisés 
que pour leur sensibilité à P. falciparum. Ils sont donc utilisés avec un parasite qui n’est pas 
naturel, dans le même principe que l’on utilise diverses souris de laboratoire avec des 
plasmodiums de rongeurs africains. On peut alors se demander quel est le biais induit par ces 
infections non naturelles en ce qui concerne les relations hôte-parasite. 
 
Le plasmodium naturel du chimpanzé, P. reichenowi, est quant à lui le plus proche parent de 
P. falciparum (voir figure 10) ; cette proximité concerne également son aspect microscopique 
et le cycle sanguin qui est de 48 heures pour les deux parasites. 
 
Ainsi, les séquences de l’antigène MSP-3 (Merozoite Surface Protein) de P. falciparum et de 
P. reichenowi présentent une quasi complète homologie (Okenu et al., 2000), ce qui implique 
que les anticorps induits par un vaccin MSP-3 dérivé de P. falciparum devraient avoir la 
même efficacité vis-à-vis de P. reichenowi. Il en va de même pour les antigènes vaccinaux 
AMA-1 (Kocken et al., 2000), MSP-2 (Dubbeld et al., 1998) et P48/45 (Milek et al., 1997).  
 
Il est donc possible pour de nombreux antigènes vaccinaux de les tester sur chimpanzés avec 
des infections par leur plasmodium naturel, P. reichenowi en utilisant des animaux non 
splénectomisés. 

C.3.7- Disponibilité et facilité d’élevage 

Les primates sud-américains comme Aotus ont été préférés dans le cadre des recherches sur le 
paludisme (Pico de Coana et al., 2003), mais le problème principal de ce modèle est sa 
disponibilité : protégé par la Convention de Washington, son usage est réglementé et 
malheureusement son élevage semble difficile.  
 
Cela n’est pas le cas du babouin, bien représenté en Afrique et dont l’élevage est assez facile 
(Ozwara et al., 2003b). L’élevage du mandrill et du chimpanzé est également assez facile, 
mais ces espèces sont quant à elles protégés.  
 
 
 
 



Les primates africains et la recherche sur le paludisme 
 

 84

D- LIMITES D’UTILISATION DES PRIMATES AFRICAINS 
DANS LA RECHERCHE SUR LE PALUDISME 

D.1- LIMITES BIOLOGIQUES  

D.1.1- Intérêt de l’utilisation des techniques in vitro 

Mis à part P. vivax, on maîtrise assez bien maintenant la culture in vitro des plasmodiums 
humains (Schuster, 2002) :  

- P. falciparum (Trager & Jensen, 1976; Druilhe & Gentilini, 1982) et P. malariae 
(Siddiqui et al., 1972) se cultivent depuis longtemps ; 

- quant à P. ovale, des stades hépatiques peuvent être obtenus à partir de sporozoïtes 
(Mazier et al., 1987; Millet et al., 1994). 

 
Les domaines d’études in vitro sont donc de plus en plus importants (Trager & Jensen, 1997) : 

- culture extracellulaire, 
- gamétocytogenèse,  
- recherche et caractérisation de gènes, 
- clonage, 
- variation antigénique, 
- apparition des résistances, 
- identification des récepteurs cellulaires, 
- mécanismes d’invasion cellulaire, 
- pathogenèse, 
- étude de cytoadhérence, 
- séquestration, 
- étude de nouvelles molécules antipaludiques (screening et toxicité), 
- production d’antigènes susceptibles de servir à des vaccins, etc. 

D.1.2- Limites du modèle animal 

Le développement d’un vaccin constitue parfois le point limite d’utilisation des primates.  
En effet, les variations inter-individuelles face au plasmodium sont importantes et le vaccin 
devrait donc être testé à très grande échelle pour connaître sa réelle efficacité. Or, pour des 
raisons éthiques, financières et écologiques, il est souvent difficile pour un laboratoire 
d’investir dans de grandes études vaccinales sur le modèle primate (d’autant qu’une fois le 
vaccin reconnu efficace, il faudra encore des millions d’euros et des années d’étude clinique 
chez des volontaires humains). 

 
En outre, les essais cliniques des vaccins antipaludiques chez l’homme sont relativement aisés 
à réaliser dans les zones endémiques africaines ou asiatiques (ce qui n’est pas le cas des 
vaccins contre des maladies rares par exemple).  
 
Certains chercheurs proposent donc de n’utiliser le PNH que pour vérifier l’innocuité d’un 
vaccin contre le paludisme et non pour en tester son efficacité. En effet, dans le cadre du 
paludisme, beaucoup de vaccins prometteurs chez le primate s’avèrent inefficaces chez 
l’humain, l’inverse étant également possible.  
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C’est le cas par exemple d’un vaccin MSP-3 (contre les stades sanguins) testé chez des 
volontaires européens. Cette étude testait deux adjuvants : l'alun et le Montanide ISA720. 
Alors qu'il était totalement inefficace chez les rongeurs et les primates, l'alun s'est avéré aussi 
efficace que le Montanide chez l’humain (Druilhe et al., 2002). 
 
Enfin, toujours dans le cadre des études vaccinales, certains gènes montrent une activité 
intéressante in vitro mais n’ont pas d’homologue chez les plasmodiums naturels des modèles 
animaux. Il n’existe par exemple aucun homologue pour l’antigène LSA-1 chez la souris ou le 
primate non-humain (Carvalho et al., 2002). Or il a été montré que LSA-1 possède une 
portion d’acides aminés en commun avec un des peptides qui entraîne une réponse spécifique 
HLA-B53, elle-même liée à une protection contre les cas de paludisme sévère en Gambie. 
Ainsi l’antigène LSA-1 est un bon candidat vaccinal mais pour lequel aucun modèle animal 
n’est intéressant. 
 
Dans le cadre de l’étude des résistances, les modèles animaux ne sont pas non plus 
indispensables : 

- les études peuvent être conduites directement chez l’homme grâce à des tests de 
résistance ou des tests de caractérisation moléculaire ; pour les molécules dont les 
marqueurs de résistances sont identifiés, la PCR permet de les détecter dans le sang de 
cohortes humaines étudiées. 

- Des tests in vitro d’exposition de souches plasmodiales à différentes molécules 
peuvent également être employés. 

 
Enfin, certaines molécules comme l’artémisinine et ses dérivés, déclarées dangereuses pour 
l’animal, se sont avérées d’une utilisation peu risquée chez l’humain. Ceci pourrait 
s’expliquer par les voies d’administration différentes (intramusculaire à relargage lent chez 
l’animal, en général per os chez l’homme) ou par les doses, généralement assez élevées chez 
l’animal (Gordi & Lepist, 2004). 
 
Inversement, et plus dramatiquement, une molécule qui peut sembler inoffensive chez 
l’animal peut s’avérer nocive chez l’homme. 

D.1.3- Avantages des autres modèles animaux par rapport aux 
primates africains 

D.1.3.1- les rongeurs et leurs plasmodiums 

Parmi les modèles animaux, les rongeurs permettent déjà de grandes avancées scientifiques 
avec leur plasmodium « naturel » et ceci à moindre coût.  
 
Les rongeurs possèdent en effet de nombreuses qualités pour la recherche sur le paludisme : 

- la biologie de base des parasites des rongeurs et des humains est commune, 
- l’organisation génomique et la génétique sont conservées entre ces parasites, 
- les processus biochimiques sont conservés, 
- les principes moléculaires de sensibilité ou de résistance aux molécules ont des 

caractéristiques communes, 
- la structure et la fonction des antigènes cibles pour les vaccins sont en général 

conservées (comme TRAP et CSP des sporozoïtes, CTRP, P25 et P28 des ookinètes, 
AMA-1 et MSP-1 des mérozoïtes, P45/48 et P230 des gamètes, etc.), 
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- le cycle complet incluant l’infection par l’anophèle est simple à obtenir et ne présente 
aucun danger ; ceci étant également intéressant pour faciliter le transport de 
prélèvements ; 

- il est possible dans ce modèle d’étudier in vivo les interactions hôte-parasite et les 
effets de nouvelles molécules ; 

- les rongeurs sont très bien définis génétiquement et il existe même plusieurs lignées 
qui forment d’excellents outils pour des études immunologiques. 

 
En pratique on utilise des souris de laboratoire à qui on inocule un des plasmodiums de rats 
arboricoles africains du genre Thamnomys : 
 

 P. berghei, qui est analogue aux parasites humains pour les grands aspects de sa 
structure, de sa physiologie et de son cycle (Carter & Diggs, 1977). Ce plasmodium 
représente un très bon modèle de recherche sur le développement des parasites pour 
trois raisons principales : 

o sa culture in vitro, sa large production et la purification de chaque stade sont 
bien maîtrisées ; 

o la séquence et l’organisation de son génome sont connues et il existe même des 
possibilités de modifications génétiques du parasite ; 

o des clones et des lignées de mutants génétiquement modifiés, incluant des 
parasites transgéniques sont disponibles. 

 P. chabaudi, qui est utilisé comme modèle d’étude d’apparition des résistances et de 
variation antigénique (Janssen et al., 2002). Ce parasite provoque chez le rongeur une 
infection non mortelle, de longue durée, avec une forte variation antigénique (ce type 
d’étude est impossible avec P. berghei qui est rapidement mortel). 

 P. yoelii, qui est utilisé dans le cadre des recherches sur les stades hépatiques et sur le 
rôle des antigènes de stades sanguins sur l’immunité. Par exemple, après avoir 
identifié les gènes intéressants du plasmodium en vue de la fabrication d’un vaccin, il 
est facile de faire un premier test de ces antigènes cibles sur des souris avec ce 
plasmodium naturel (Haddad et al., 2004). 

Les études réalisées sur ces rongeurs ont donc permis de nombreuses découvertes sur les 
parasites humains, telles que : 

 
- la morphologie ultra-structurale des différents stades du parasite (Sinden, 1978; 

Aikawa & Seed, 1980) 
- la génétique des parasites (Walliker et al., 1971; Walliker, 1983), 
- la description de la méiose (Sinden & Hartley, 1985), 
- la description des télomères, des chromosomes et de la structure génomique du 

parasite (Carlton et al., 2002), 
- la structure et la fonction de protéines spécifiques (Matuschewski et al., 2002), dont 

certains antigènes candidats à la vaccination (Tomas et al., 2001), 
- la biologie des stades hépatiques (Carrolo et al., 2003), 
- des tests de molécules antipaludiques (Peters et al., 1987), 
- le développement de vaccins (Krzych et al., 2000), etc. 
 

Enfin, le dernier grand apport des rongeurs par rapport aux primates est l’existence de souches 
de souris génétiquement modifiées extrêmement intéressantes pour la recherche.  
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D.1.3.2- transgenèse 

a- principe des souris transgéniques 

Les mutations spontanées qui apparaissent dans les colonies de souris de laboratoires sont 
systématiquement conservées, étudiées et éventuellement utilisées si les modifications 
biologiques en résultant se rapprochent de maladies humaines identifiées. Mais ces mutations 
spontanées sont par essence relativement rares. Elles doivent donc être provoquées par 
l'addition ou l'inactivation de gènes dont les effets sont supposés importants. Des souris 
transgéniques peuvent ainsi être obtenues dans de multiples laboratoires (Houdebine, 1998). 
 
Il existe deux méthodes pour obtenir une souris transgénique : 
 

i. la méthode « classique » par addition de gène dans un embryon de souris au stade 
d’une cellule ; l’addition de gènes n’est alors pas dirigée.  

ii. La « recombinaison homologue » où ce sont des cellules souches embryonnaires 
transformées qui sont implantées dans des blastocytes d’embryons âgés de 3,5 jours. 
L’insertion du transgène est ici ciblée. Le souriceau obtenu est chimérique, à deux 
couleurs de pelage. Il n’est pas nécessaire de réaliser des tests pour vérifier si le 
transgène est bien inséré. On parle aussi de mutagénèse dirigée.  

Encadré 5 : principes d’obtention de souris transgéniques (Arteb, 2002) 

La possibilité d'ajouter, de muter ou de retirer un gène dans un animal entier offre aux 
expérimentateurs des possibilités sans précédent. 

b- applications de la transgenèse 

On peut utiliser l’animal transgénique seul ou pour réaliser des études comparatives entre des 
souris au génome modifié et des souris normales mais dont le génome est également connu. 
Ces études ont par exemple récemment permis : 

 
- l’étude précise des mécanismes immunologiques : rôle des CD36 (Patel et al., 2004), 

des cellules T (Tsuji et al., 2003), 
- l’étude des facteurs de résistance de l’hôte (Shear, 1993), 
- l’étude de l’apparition des résistances, que ce soit avec l’utilisation de souches 

plasmodiales mutantes (Carlton et al., 2001) ou par l’explication des mécanismes 
mutationnels (Fohl & Roos, 2003), 

- l’étude des gènes de prédisposition au paludisme en croisant des souches de souris 
sensibles et résistantes au paludisme (Kwiatkowski, 2000), 

- l’évaluation rapide, in vivo, de l'intérêt protecteur de candidats vaccins recherche. Par 
exemple, la phase érythrocytaire de P. falciparum est reproduite en greffant des 
globules rouges et des monocytes humains à des souris mutantes immunodéprimées 
(Druilhe et al., 2002). Les chercheurs visent désormais à mettre au point un modèle 
souris reproduisant cette fois la phase hépatique du paludisme.  

- La production de lait contenant un vaccin antipaludique par des souris transgéniques 
(Stowers et al., 2002b), etc. 

 
Jusqu’à présent il était très difficile d’obtenir des PNH transgéniques en raison des faibles 
rendements des techniques de transfert de gène. Toutefois, un primate transgénique vient 
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récemment d’être obtenu par recombinaison homologue : un macaque rhésus exprimant une 
protéine fluorescente au niveau des phanères est né en 2001 (Chan et al., 2001).  
 
L’accès aux primates transgéniques comme modèle d’étude à la compréhension du paludisme 
semble donc désormais possible et va sans nul doute permettre d’accélérer les découvertes 
dans le domaine fondamental et thérapeutique. 

D.1.3.3- les autres modèles primates  

Le modèle primate africain s’oppose principalement aux macaques (rhésus et cynomolgus) et 
aux primates sud-américains. 

a- inconvénients des primates africains 

Plusieurs éléments sont en défaveur de l’utilisation des primates africains : 
 

- la faible nombre de modèles disponibles ; relativement peu d’espèces ont été étudiées 
dans le cadre du paludisme et beaucoup d’incertitudes demeurent, que ce soit sur leurs 
plasmodiums naturels (espèce plasmodiale et/ou vecteur inconnus) ou sur leur 
sensibilité aux autres plasmodiums.  

- Le chimpanzé élimine assez rapidement le parasite (humain ou simien) ce n’est donc 
pas vraiment un bon modèle puisqu’il y a certainement des différences immunitaires 
qui participent à cette élimination (Taylor et al., 1985).  

- La splénectomie est souvent indispensable à l’infection par des parasites humains ; or 
la rate est un organe clé des réactions immunitaires et la splénectomie induit un biais 
non négligeable dans une étude. 

- Même splénectomisé la parasitémie d’un chimpanzé infecté avec P. ovale est 
transitoire et imprévisible (Morris et al., 1996). 

- Même splénectomisé, le chimpanzé est un modèle dépourvu de pathogénicité. 
 
Ainsi, aucun essai clinique de thérapie contre les symptômes du paludisme (antipyrétiques ou 
autre) ni aucune recherche fondamentale sur la pathogénicité ne peuvent être envisagés sur le 
chimpanzé. 

b- avantage des macaques 

Tout d’abord, comme le macaque est extrêmement utilisé dans les autres domaines de 
recherche, ce modèle est très bien défini sur le plan biologique et il existe de nombreux outils 
associés (marqueurs immunologiques, amorces PCR, etc.). 
  
En outre, concernant les recherches sur le paludisme, les macaques possèdent certains atouts 
majeurs : 

- ils sont sensibles à beaucoup d’espèces plasmodiales,  
- l’éventail des pathologies associées est large, 
- leur immunité est parfaitement connue, 
- ils font de très bons modèles de neuropaludisme, que ce soit avec leur plasmodiums 

naturels (le macaque crabier est l’unique modèle primate naturel permettant l’étude de 
l’accès pernicieux) ou avec un plasmodium d’une autre espèce de macaque. 
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Ce large panel de sensibilité permet de nombreuses études sur l’influence du plasmodium et 
de l’espèce de macaque considérée (selon si l’infection est naturelle ou artificielle par 
exemple) (Collins et al., 1992b). 
 
Par exemple, P. coatneyi peut être inoculé au macaque japonais (Macaca fuscata), au 
macaque rhésus (Macaca mulatta) et, bien sûr, au macaque crabier (Macaca fascicularis) qui 
est son hôte naturel : 

- tandis que le macaque japonais présente des symptômes sévères proches du paludisme 
humain, le macaque crabier récupère rapidement après une légère anémie (Matsumoto 
et al., 2000); 

- le macaque rhésus présente une pathologie également proche du neuropaludisme 
humain (Sein et al., 1993); 

- enfin, plus étonnant, au sein même des macaques crabiers, P. coatneyi pourrait 
engendrer une mortalité chez les primates provenant de l’île Maurice, alors que ceux 
provenant des Philippines survivraient (Migot-Nabias et al., 1999).  

c- avantage des primates américains 

Le modèle Aotus est le modèle recommandé par l’OMS pour les études sur le paludisme (Pico 
de Coana et al., 2003) car ses avantages sont nombreux : 

- éviter la splénectomie pour infecter les animaux, 
- parasitémies prévisibles, hautes et qui n’avortent pas au bout de 2-3 cycles, 
- possibilité de tester plus rapidement les vaccins tout en assurant une innocuité future 

(Stowers & Miller, 2001); 
- excellent modèle (comme le saïmiri) pour les essais vaccinaux, que ce soit pour les 

stades sanguins ou pré-érythrocytaires, dans la mesure où les souches plasmodiales 
sont bien sélectionnées (Collins, 1992); 

- assez bonne corrélation avec les cellules B et T humaines (Herrera et al., 2002); 
- existence de réactions croisées avec les marqueurs de cytokines et de lymphocytes 

humains (Herrera et al., 2002); 
- existence de similarités avec les CMH (complexes majeurs d’histocompatibilité) 

humains (Nino-Vasquez et al., 2000); 
- bon modèle de paludisme sévère tel que celui des enfants africains (Egan et al., 2002), 

etc. 

D.2- CONTRAINTES FINANCIERES  

La taille plus imposante des primates africains augmente considérablement les coûts 
d’entretien et d’anesthésie. Ainsi, au Centre de Primatologie du CIRMF : 
 

• la ration journalière d’un chimpanzé de 50 kg revient à 1,5 euro, soit 10 fois plus que 
pour un macaque (les bananes et les autres fruits étant acheté localement à des prix 
assez bas) ; 

• le coût de fabrication et d’entretien des cages est aussi bien plus élevé car la force et 
l’intelligence de ces derniers nécessitent des structures extrêmement solides ; 

• les coûts des soins quotidiens délivrés par les animaliers sont augmentés : dans les 
conditions de notre centre, un chimpanzé requiert en moyenne 1/25ème du poste d’un 
animalier, contre 1/50ème pour un macaque ; 
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• le coût des soins thérapeutiques et des anesthésiques est proportionnel au poids de 
l’animal. Il faut également ajouter le prix du matériel de télé-anesthésie, indispensable 
dans le cas des grands primates africains.  
Ainsi, pour un chimpanzé de 50 kg, le coût d’une simple anesthésie varie entre 30 et 
50 euros alors qu’un macaque de 5-10 kg en cage individuelle à paroi coulissante peut 
être anesthésié pour moins d’un euro. 

 
Un protocole lié au paludisme dure en général un à deux mois (une quinzaine de jours pour 
l’apparition des parasites puis encore souvent 1 mois pour l’étude de la parasitémie). Les 
primates subissent deux à trois prélèvements sanguins hebdomadaires, ce qui représente une 
vingtaine d’anesthésies par animal par protocole. Par ailleurs, pour obtenir des résultats 
exploitables, il est difficile d’utiliser moins de 4 animaux. 
 
Ainsi, l’utilisation de 5 chimpanzés adultes pendant 40 jours pour un protocole sur le 
paludisme coûte environ 4300 euros, juste en frais de nourriture et d’anesthésie, sans compter 
les frais d’entretien, d’analyses, ni les frais vétérinaires. 

D.3- CONTRAINTES ECOLOGIQUES  

D.3.1- Disponibilité du modèle 

Selon les classifications données par la Convention de Washington (CITES) ou l’IUCN 
(International Union for Conservation of Nature and Natural Resources), respectivement 239 
à 333 espèces de primates sont menacées. Parmi ces espèces, on retrouve la plupart des 
modèles utilisés pour la recherche sur le paludisme. 
 
Les primates du Nouveau-Monde couramment utilisés en recherche comme les singes de nuits 
(Aotus sp.), les singes hurleurs (Alouatta fusca) ou les tamarins (Saguinus sp.) sont classés 
dans l’appendice II de la liste CITES. Cela signifie qu’ils ne sont pas directement menacés 
actuellement mais qu’ils pourraient le devenir si aucune mesure n’est prise pour les protéger. 
 
Par ailleurs, alors qu’ils étaient autrefois menacés, les singes de nuit bénéficient aujourd’hui 
de structures d’élevage (Rieckmann et al., 1980) et les saïmiris sont eux aussi facilement 
disponibles grâce à la colonie formée en Guyane par l’Institut Pasteur (Perraut & Gerraud, 
1998).  
 
En revanche, en Afrique la situation est différente : les chimpanzés (Pan troglodytes) ou les 
mandrills (Mandrillus sphinx) sont classés en annexe I de la Convention, ce qui signifie qu’ils 
sont déjà menacés d’extinction. Ce statut entraîne pour le chercheur l’interdiction de 
l’euthanasie à la fin des protocoles de recherche, induisant ainsi un surcoût important 
(entretien d’un animal pendant 40 à 50 ans dans le cas d’un chimpanzé). 

D.3.2- Envoi des prélèvements 

L’envoi d’échantillons (sang, sérum, etc.) de primates africains est complexe : lorsqu’une 
espèce est inscrite à l’annexe I de la convention de Washington, tout commerce international 
d’animaux ou même d’échantillons des animaux de cette espèce est très réglementé. Des 
circonstances exceptionnelles sont accordées dans le cadre de la recherche scientifique, mais 
l’envoi doit alors être accompagné conjointement d’un permis d’importation et d’un permis 
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d’exportation (CITES, 2004). Ces démarches administratives sont lourdes et retardent souvent 
les envois. 
 
En revanche, seul le permis d’exportation est nécessaire dans le cadre de l’annexe II de la 
CITES. Quant à l’envoi international d’échantillons humains (frottis, gouttes épaisses par 
exemple), il ne nécessite qu’un certificat d’exportation délivré par les autorités locales. Celui-
ci peut être obtenu rapidement (quelques jours au Gabon).  
 
Les mêmes échantillons, s’ils proviennent de chimpanzés, nécessitent 3 à 6 mois de 
procédures administratives avant leur envoi… 

D.4- CONTRAINTES ETHIQUES ET LEGISLATIVES 

D.4.1- Ethique et utilisation des primates 

D.4.1.1- bases de la réflexion éthique 

Le débat sur l’utilisation des  primates non-humains est âpre (Goodman & Check, 2002). Il y 
a peu de sujets en science qui déclenchent autant de réactions que l’expérimentation sur nos 
cousins primates. En effet, le niveau cognitif des primates étant parmi les plus élevés, cela 
signifie qu’ils sont plus sensibles à leur environnement. Cela signifie-t-il qu’ils devraient être 
davantage protégés ?  
 
Pour le scientifique, le primate est souvent le seul modèle animal capable de reproduire les 
réponses humaines. Pour les activistes des droits de l’animal, ceux qui utilisent les primates 
sont les pires des « abuseurs » d’animaux. L’opinion publique diffère selon le pays concerné : 
en Grande-Bretagne par exemple, la pression des ligues de protection animale est 
extrêmement forte. 

a- la règle des 3 R : Remplacer, Réduire, Raffiner.  

Il y a cinquante ans, deux scientifiques britanniques définissaient les trois objectifs à atteindre 
dans le domaine de l'expérimentation sur le vivant (Russell & Burch, 1959) : 
 

1) Remplacer les méthodes utilisant des vertébrés vivants conscients ; 
2) Réduire le nombre d'animaux utilisés par : 

a. la limitation aux seules expériences considérées comme absolument 
indispensables, 

b. le rejet par un comité d'éthique d'investigations discutables, 
c. le fait d’éviter les répétitions inutiles.  

3) Raffiner, c’est-à-dire diminuer les conséquences des procédures infligées aux 
animaux. 

 
Toutefois, dans certains cas, il peut y avoir incompatibilité entre les trois objectifs de cette 
règle. En effet, la réduction du nombre d'animaux peut entraîner l'augmentation des 
contraintes et vice versa. 
 
Il est parfois question d'un quatrième voire d’un cinquième R, correspondant au R de respect 
dû à tout animal et au R de responsabilité des différents intervenants dans la recherche. 
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b- comités d’éthique 

La règle des 3 R correspond à un code de bonne pratique, mais elle ne permet pas de décider 
si les expérimentations sont recevables ou non. Afin d'aider l'évaluation éthique des 
protocoles, trois éléments majeurs doivent être pris en considération : les contraintes imposées 
aux animaux, l'intérêt de l'expérimentation pour la société et la qualité du plan expérimental. 
 
Un modèle de document de saisine du Comité Régional d’Ethique Ile de France Sud (auquel 
est rattaché le CIRMF) est présenté en annexe 7. 
 
La composition des comités d’éthique varie selon les pays : uniquement des scientifiques ou 
présence conjointe de membres de ligues de protection animale et/ou présence de 
représentants de la société civile (comités australiens) (Veissier, 1999). 
 
La valeur du comité d’éthique est nulle d’un point de vue légal mais cet avis est cependant 
devenu nécessaire pour pouvoir publier des résultats dans une revue scientifique.  

D.4.1.2- cas particulier des grands singes 

Les travaux sur les primates africains ne concernent quasiment que les chimpanzés. Ce sont 
les primates hominoïdes les plus utilisés en recherche. En effet, les gorilles et les orangs-
outans ne sont pas utilisés en laboratoire, seuls quelques prélèvements chez des singes 
sauvages sont réalisés à des fins scientifiques (Verschoor et al., 2001). 
 
Les premières considérations particulières à l’utilisation des chimpanzés remontent aux 
années 60 (Cook et al., 1961). Dans les années 80, l’accent était mis sur la nécessité de 
préserver les populations sauvages (Cummins & Kalter, 1980) mais les chimpanzés étaient 
alors très utilisés pour les recherches concernant le SIDA (modèle non pathogène pour le 
HIV1) (Rutjens et al., 2003).  
 
C’est à la fin des années 80 que l’on commence sérieusement à se préoccuper de la « retraite » 
des animaux utilisés dans les protocoles (Eichberg & Speck, 1988) et du problème éthique lié 
à leur utilisation (Warshauer, 1985). Cette réflexion se poursuit dans les années 90 (van Akker 
et al., 1994) avec la création d’un cadre législatif pour les conditions de captivité des grands 
singes et leur devenir (Vogel, 2000 ; Goodman, 2001). 

D.4.1.3- application à la recherche sur le paludisme 

Les recherches sur le paludisme présentent plusieurs spécificités : 
 

 les protocoles sont plutôt courts (quelques mois) ; 
 ils nécessitent souvent des anesthésies assez rapprochées pour suivre les parasitémies 

(tous les 2-3 jours en moyenne) ; 
 le développement de méthodes de coopération (Scott et al., 2003) est parfois 

intéressant : en travaillant sur une technique d’apprentissage et de récompense, un 
primate peut rapidement (une heure au total pour un macaque adulte) apprendre à 
tendre la jambe pour subir une injection ou une prise de sang (Reinhardt, 2003). Cela 
permet d’une part d’éviter une anesthésie, d’autre part le stress lié à la contrainte, 
puisque c’est l’animal qui « choisit » d’être manipulé. Le degré de contrainte alors 
indiqué au comité d’éthique peut être « minime ».  
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Ces techniques sont cependant trop dangereuses à mettre en pratique lorsque le 
primate est porteur d’agents infectieux dangereux pour l’humain (plasmodiums 
humains, HIV, SIV, etc.).  
 2 catégories de matières dangereuses, A et B, sont définies dans l’Accord Européen 

relatif au transport international des marchandises dangereuses (J.O. du 27/12/2002) ; 
le plasmodium est par défaut classé parmi les matières de catégorie A car il peut 
potentiellement entraîner la mort (Institut Pasteur, 2005). Il convient donc de bien 
préciser la sensibilité du modèle utilisé pour moduler cette notion lors de la demande 
d’accord au comité d’éthique. 
 Par ailleurs, les traitements humains pouvant être administrés au primate, rares sont les 

infections mortelles (sauf bien sûr dans le cas des recherches menant volontairement à 
la mort).  
 Les animaux doivent être placés dans des locaux isolés des moustiques. 
 Les animaux peuvent être en groupe (sauf dans le cas d’étude d’infection par piqûre de 

moustique), ce qui est primordial pour le bien-être des primates. 
 
Le degré de souffrance global de l’animal diffère considérablement d’un protocole à l’autre : 

- le degré de souffrance physique :  
o les chimpanzés ne présentent presque pas de symptômes cliniques ; 
o les babouins, peuvent par contre développer un paludisme sévère avec certains 

plasmodiums ; 
o les biopsies hépatiques et les splénectomies sont un élément important à 

prendre en compte pour les risques secondaires de péritonites. 
- le degré de souffrance psychique : 

o les chimpanzés sont des primates hominoïdes, ils possèdent un niveau cognitif 
très élevé et sont extrêmement sensibles à leur environnement ; 

o les babouins sont moins sensibles. 
 

Ainsi, dans le cadre de l’utilisation des primates africains, on est confronté : 
- soit à des animaux peu sensibles aux plasmodiums mais très sensibles à leur 

environnement, 
- soit à des animaux aux capacités cognitives plus basses mais alors souvent utilisés 

dans un contexte d’infection pathogène (comme les primates sud-américains). 
 
Les demandes d’accord du comité d’éthique comportent donc un degré de contrainte allant de 
« faible », pour les protocoles incluant des chimpanzés sans biopsie par exemple, à 
« moyenne » ou « forte » si le primate est très sensible au plasmodium et/ou que des biopsies 
sont prévues. 

D.4.2- Ethique et législation 

La règle des 3 R a reçu un large consensus. Elle a été adoptée par plusieurs institutions, dont 
le Conseil Canadien de Protection des Animaux (1993), le National Health and Medical 
Research Council australien (1997), le Département Américain chargé de l'Agriculture (1991) 
et le gouvernement britannique (1998) (Veissier, 1999). 
  
Par ailleurs, le Conseil de l’Europe s’est réuni dans le cadre de la convention européenne sur 
la protection des animaux vertébrés utilisés à des fins expérimentales ou à d'autres fins 
scientifiques. 
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Les Etats signataires reconnaissent ainsi en préambule : 
- l'obligation morale de l’homme de respecter tous les animaux et de prendre dûment en 

considération leur aptitude à souffrir et à se souvenir,  
- mais aussi que l'homme, dans sa quête de connaissance, de santé et de sécurité, a 

besoin d'utiliser des animaux lorsqu'on peut raisonnablement espérer que cela fera 
progresser la connaissance, ou produira des résultats utiles d'une façon générale pour 
l'homme ou pour l'animal, au même titre qu'il utilise les animaux pour se nourrir, pour 
se vêtir et comme bêtes de somme (Conseil de l'Europe, 1986). 

 
L’Union Européenne a ratifié la Directive n°86/609/CEE qui devrait bientôt être modifiée 
suite au rapport de Berlin (cf position commune du Parlement et du Conseil 2003/C 113 
E/04). 
 
En France quatre textes sont relatifs à l’expérimentation animale : 

- Décret n° 1987-848,  
- Arrêté du 19 avril 1988, 
- Décret n° 2001-464,  
- Décret n° 2001-486. 

 
Depuis une vingtaine d’années, la législation impose des normes de plus en plus drastiques 
concernant le logement et les soins à apporter aux animaux, avec des mentions spécifiques 
aux primates.  
 
Cas particulier des chimpanzés : 
 
En Europe, l’utilisation de chimpanzés pour la recherche est presque partout interdite. Aux 
Etats-Unis elle est davantage réglementée depuis 2000. 
 
Certaines associations de protection animale veulent aller au delà de ces interdictions, comme 
le projet grands singes qui vise à élargir les droits accordés aux êtres humains à tous les 
grands singes (Cavalieri & Singer, 2004). 
 
 
Ainsi, si le chimpanzé représente d’un point de vue scientifique le modèle le plus intéressant 
pour la recherche sur le paludisme, les contraintes éthiques et écologiques associées à ce 
modèle le rendent très peu utilisable dans le cadre du laboratoire. Toutefois des recherches, 
aussi peu invasives que possible, sur les populations sauvages devraient s’avérer très 
précieuses sur la connaissance du paludisme.  
Quant aux autres primates africains, ils sont encore mal connus, mais ils semblent posséder 
des qualités qui sont encore sous-exploitées dans la recherche sur le paludisme. 
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Quatre protocoles sont décrits ici, réalisés au CIRMF (Gabon) entre 1999 et 2004. 

A- UTILISATIONS DE PRIMATES AFRICAINS AVEC LEUR 
PLASMODIUM NATUREL  

A.1- ETUDE D’UNE NOUVELLE SOUCHE PLASMODIALE 
NATURELLE DU CHIMPANZE  

Une nouvelle espèce plasmodiale, baptisée P. benjamini, a été découverte au CIRMF chez un 
chimpanzé.  
 
Or, comme démontré précédemment, le chimpanzé représente un modèle de choix pour les 
études sur le paludisme. En outre, il existe assez peu de modèles intéressants de plasmodiums 
naturels chez le primate. Du fait de la proximité des hôtes et de leurs plasmodiums déjà 
décrits, il semblait donc important d’étudier plus avant cette espèce plasmodiale. 

A.1.1- Caractéristiques morphologiques 

Les trophozoïtes ressemblent beaucoup à ceux de P. falciparum : ce sont de petits anneaux 
fins situés dans des érythrocytes non déformés. On peut observer plusieurs anneaux dans un 
même globule rouge et, comme dans le cas de P. falciparum, les anneaux sont plutôt en marge 
des globules.  
Toutefois, la particularité des trophozoïtes de P. benjamini est de posséder un noyau 
légèrement plus gros que P. falciparum (comme P. reichenowi). 
 
Les schizontes sont également proches de ceux de P. falciparum, même si certaines formes 
observées peuvent aussi évoquer l’aspect en marguerite de P. malariae.  
Les gamétocytes enfin, sont très proches de ceux de P. falciparum, en forme de « saucisse » 
assez épaisse. 

A.1.2- Caractéristiques phylogénétiques  

La caractérisation génétique s’appuie sur une PCR nichée classique utilisant comme amorces : 
- lors de la première PCR : rPLU5 et rPLU6,  
- puis à la deuxième PCR : rFAL1 et rFAL2 (P. falciparum) ou rMAL1 et rMAL2 (P. 

malariae) ou rOVA1 et rOVA2 (P. ovale) ou rVIV1 et rVIV2 (P. vivax). 
 
Dans le cadre de P. benjamini, ces amorces ont été ajoutées aux primers spécifiques de P. 
reichenowi désignés à partir des séquences connues, soit 11 gènes (annexe 8) : 

- gène EBP, 
- gène GLURP,  
- gène Prs48/45,  
- gène Cysteine proteinase,  
- gène Cytochrome b,  
- gène MSA-2,  
- gène Antigene 27 du gamète,  
- gène de l’antigène Sporozoïte,  
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- gène CSP,  
- gène de l’antigène de l’ookinète 25 kDa,  
- gène MSP-3.  

A.1.2.1- arbre phylogénétique 

Les arbres ont été construits à partir du gène du cytochrome b, du gène de MSP-3, de CSP, de 
la cystéine protéinase et de la ssr ARN.  
Comme les caractéristiques morphologiques laissaient l’envisager, P. benjamini est très 
proche de P. falciparum et de P. reichenowi (figures 12 et 13). 

 
Figure 12 : P. benjamini dans l’arbre phylogénétique de quelques espèces plasmodiales 
simiennes et humaines. Construction à partir du gène codant pour la cystéine protéase.  

 (Ollomo, 2004, non publié) 
 
P. benjamini possède pour le gène de la cystéine protéase : 

o 91 à 98% d’homologie avec P. falciparum 
o 92 à 99% d’homologie avec P. reichenowi 
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Figure 13 : P. benjamini dans l’arbre phylogénétique de quelques espèces plasmodiales 
simiennes et humaines. Construction à partir du gène codant pour le cytochrome b (1028 bp). 

 (Ollomo, 2004, non publié) 
 

Le gène du cytochrome b de P. benjamini possède 82% d’homologie avec celui de P. 
reichenowi. 
 
Concernant les autres gènes, les homologies sont aussi importantes : 

- gène de l’antigène ookinète 
o 94% d’homologie avec P. falciparum 
o 93% d’homologie avec P. reichenowi 

- gène de la ssr ARN 
o 93 à 95% d’homologie avec P. falciparum 
o 98% d’homologie avec P. reichenowi 

A.1.2.2- homologie des gènes utilisés en vaccination 

Deux gènes ont été étudiés, MSP-3 et CSP. 
- MSP-3 

o 84 à 96% d’homologie avec P. falciparum 
o 96% d’homologie avec P. reichenowi 

- CSP 
o 77 à 96% d’homologie avec P. falciparum 
o 81% d’homologie avec P. reichenowi 
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L’étude de la séquence peptidique CSP est intéressante car elle permet de différencier 
nettement P. benjamini des deux autres plasmodiums tout en montrant leur proximité 
génétique : 

 P. falciparum possède 36 à 43 séquences répétitives type NANP et 3-4 NVDP, 
 P. reichenowi possède 26 séquences répétitives type NANP, 6 NVDP et 4 NVNP, 
 P. benjamini possède 24 séquences répétitives type NANP, 2 NVDP et 2 NADP. 

A.1.3- Caractéristiques biologiques 

Pour caractériser l’infection naturelle liée à cette souche, deux études ont été menées, l’une in 
vivo en infectant des chimpanzés avec des trophozoïtes et l’autre in vitro sur du sang de 
chimpanzé. 
Le protocole a reçu l’accord du Comité d’Ethique Ile de France, sous la référence n°04-002 
(annexe 7). 

A.1.3.1- infection de 4 chimpanzés avec la souche congelée 

a- matériel et méthode 

Dates de protocole : mai - juillet 2004 
 
Quatre jeunes chimpanzés communs (Pan troglodytes), deux mâles et deux femelles, en 
bonne santé, d’âge et de poids sensiblement similaires, sont répartis en deux groupes de deux 
individus.  
 
Ils sont tous testés négatifs pour : SIV, STLV, Hépatites B et C, plasmodium (goutte épaisse, 
frottis et PCR) et sérologie anti-paludisme. 
 

Animal Akiéni Coco Bernadette Minkebe 
Sexe Femelle Mâle Femelle Mâle 
Âge 8 ans 8 ans 8 ans 8 ans 

Poids en kg 
(début-fin de 

protocole) 
35-38 32-39 40-41 33-40 

Antécédents 
pathologiques néant néant néant néant 

 
Tableau 7 : présentation des animaux 

 
- A J-15 avant l’inoculation, tous les singes sont placés en bâtiment fermé inaccessible 

aux moustiques de type A3 et sont traités à l’association Pyriméthamine-
Sulfadoxine (Fansidar®, 2 ampoules par injection intramusculaire) et à l’Ivermectine 
(1,4 mL Ivomec®, injection sous-cutanée).  

- A J-7, on réalise un bilan hématologique et biochimique (numération-formule, 
glycémie, urée, créatinine, transaminases, phosphatases alcalines, bilirubine totale et 
directe et gamma glutamyl transférase). 

- A J0, chaque animal reçoit par voie intra-veineuse (pose d’un cathéter sur animal 
anesthésié à la kétamine) entre 40 000 et 80 000 stades sanguins de la souche.  
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- La souche, conservée en azote liquide, provient d’un protocole d’étude réalisé au 
CIRMF (infection d’un chimpanzé du centre avec la souche « sauvage», prélevée sur 
un chimpanzé gabonais). 

 
 Akiéni Coco Bernadette Minkebe 

Ordre d’inoculation 4 3 2 1 
Nombre approximatif de 

parasites inoculés 40 000 52 000 80 000 80 000 

 
Tableau 8 : protocole d’infection des animaux 

 
Des prélèvements sanguins sont effectués pour suivre la parasitémie (frottis sanguin, goutte 
épaisse et QBC) : 

- tous les 3 à 4 jours lorsque la parasitémie est < 5000 parasites/μL, 
- tous les 2 jours lorsque la parasitémie est > 5000 parasites/μL, 
- toutes les 8 heures pendant 24 heures au moment du pic de parasitémie de l’animal qui 

possède la plus forte parasitémie, afin de rechercher la présence de schizontes. 
 
Tous les 7 à 10 jours un bilan hématologique et biochimique complet est réalisé. 
 
La parasitémie est suivie pendant 2 mois. A J68 tous les animaux sont traités à l’association 
Pyriméthamine-Sulfadoxine (Fansidar®, 2 ampoules par voie intramusculaire).  
A J79 un contrôle est effectué avant de replacer les animaux dans leurs volières d’origine. 

b- résultats 

 Les quatre animaux ont été réceptifs au parasite. Toutefois, à la suite du premier 
inoculum, Bernadette n’a développé aucune parasitémie jusqu’à J35. Elle a donc été 
ré-inoculée par voie intra-veineuse avec 0,47mL de sang frais de Coco à J35. Ce 
dernier présentait alors une parasitémie de 170 parasites/μL (sous forme de 
trophozoïtes sur le frottis), donc le volume injecté à Bernadette représentait environ 80 
000 parasites.  

 
 Les premiers parasites sanguins ont été détectés à J9 pour un animal et J18 pour les 

trois autres. Les pics parasitaires ont été observés à J18 pour un animal et J26 pour les 
trois autres. L’infection sanguine s’est prolongée jusqu’à la fin du protocole. 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

Figure 14 a 
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Figure 14 b 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 14 c 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 14 d 
 

Figure 14 a, b, c, d : parasitémies (en nombre de parasites/μL) en fonction des jours post-
inoculation 
 
 
 

 Les variations de température n’ont pas pu être directement corrélées à la parasitémie. 
Toutefois un pic suivi d’une chute de température a été observé autour de l’apparition 
des parasites en phase sanguine (J18 post inoculation pour Akiéni, Coco et Minkebe, 
J9 pour Bernadette) (figures 15 a à d). 
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Figure 15 a  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 15 b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 15 c 
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Figure 15 d 
 

 Figures 15 a, b, c, d : parasitémies (         ) (en nombre de parasites/μL)  et températures (----
--) (en degrés Celsius) en fonction des jours post-inoculation  
(→ : apparition des parasites dans le sang) 

 
 Clinique : aucun symptôme n’a été observé.  

 
Seules les données hématologiques et biochimiques apportent quelques éléments sur la 
pathogenèse de l’infection. Quatre paramètres sont principalement modifiés : 

o le taux d’hémoglobine (normes : 11-16,5 g/dL), 
o le taux d’érythrocytes (normes : 3,8-5,8 106/mm3), 
o l’hématocrite (normes 35-50 %), 
o le pourcentage de lymphocytes dans la formule sanguine (normes 17-48 %). 

 
Les données présentées ici (figures 16 à 19) concernent seulement les 3 chimpanzés 
qui ont développé l’infection à partir de la souche conservée en azote liquide. 
Bernadette n’a pu être retenue pour l’élaboration de ces courbes car elle n’a pas eu 
assez de prélèvements sanguins entre le moment où les parasites sont apparus en phase 
sanguine et la fin du protocole (3 prélèvements seulement). On peut toutefois signaler 
que ses paramètres ne sont pas contradictoires avec ceux relevés pour les trois autres 
animaux. 

 
Chaque figure représente un paramètre sanguin (6 prélèvements par paramètre ont été 
effectués). Un paramètre donné est décrit par la courbe de tendance de chaque animal 
(3 courbes par figure) ; ces courbes sont des polynomiales de 3ème degré et R2 
représente le coefficient de détermination de chaque courbe de tendance. Plus il est 
élevé, plus la courbe de tendance décrit fidèlement les données réelles des 6 
prélèvements (R2 est compris entre 0 et 1). 

 
L’échelle des abscisses représente les jours d’infection sanguine:  

o J0 correspond à l’apparition du parasite en phase sanguine,  
o J8 correspond au pic de parasitémie, 
o J50 correspond à l’administration du Fansidar®.  
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Figure 16 : variation du taux d’hémoglobine en fonction du temps (en jours, J0= apparition 
des parasites dans le sang), 11g/dL représente la borne inférieure de la norme. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 17 : variation du taux d’érythrocytes en fonction du temps (en jours, J0= apparition 
des parasites dans le sang), 3,8 106/mm3 représente la borne inférieure de la norme. 
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Figure 18 : variation de l’hématocrite en fonction du temps (en jours, J0= apparition des 
parasites dans le sang), 35% représente la borne inférieure de la norme. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 19 : variation du pourcentage de lymphocytes en fonction du temps (en jours, J0= 
apparition des parasites dans le sang), 48% représente la borne supérieure de la norme. 

 
 
 

 Les paramètres biochimiques ont varié au cours du protocole, mais aucune relation 
avec la parasitémie n’a pu être mise en évidence.  
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c- discussion 

• Le chimpanzé semble assez sensible à cette espèce plasmodiale, malgré un premier 
échec d’infection chez Bernadette. Cet échec est peut-être dû à de mauvaises 
conditions de stockage de la souche (problème de renouvellement de l’azote) et/ou à 
une immunité particulière de cet animal. 

 
• Entre 40 000 et 80 000 parasites, la dose inoculée n’a pas d’influence sur la 

parasitémie future (Bernadette avait reçu 80 000 parasites et n’a pas permis le 
développement du parasite, alors que Akiéni en avait reçu deux fois moins et a 
développé la plus forte parasitémie).  

 
• Seuls des trophozoïtes et des gamétocytes (en fin d’infection, lorsque les parasitémies 

étaient autour de 1000/μL) ont été observés in vivo. Aucun schizonte n’a pu être 
observé in vivo, même lors des 3 prélèvements effectués en 24h chez Akiéni au 
moment de son pic de parasitémie. Si ces schizontes n’apparaissent pas dans le sang 
alors que la parasitémie des chimpanzés dure longtemps (renouvellement assuré par 
les schizontes), c’est qu’il pourrait y avoir séquestration de ces schizontes, comme 
dans le cas de P. falciparum. 

 
•  On distingue 3 types de courbes de parasitémie en fonction de la hauteur du pic de 

parasitémie et de la décroissance de cette parasitémie vers des valeurs inférieures à 
1000/μL : 

 
1- courbe présentant un pic élevé de parasites (de l’ordre de 100 000/μL), associé 

à une très forte et rapide (1 à 4 jours) chute de la parasitémie à des valeurs 
inférieures à 1000/μL. (Akiéni et Bernadette)  

2- Courbe présentant un pic moyen de parasites (de l’ordre de 35 000/μL), associé 
une chute de la parasitémie plus lente (7 jours) vers des valeurs inférieures à 
1000/μL, et ceci en deux étapes (existence d’un second pic). (Coco) 

3- Courbe présentant un pic plus faible de parasites (de l’ordre de 18 000/μL), 
associé à une chute lente de la parasitémie vers des valeurs inférieures à 
1000/μL (20 jours) avec 3 pics secondaires. (Minkebe)  

 
Il semblerait donc que la hauteur du pic parasitaire soit associée à la rapidité de la 
décroissance parasitaire et à l’éventuelle existence de pics secondaires de parasitémie. 
 

• Les 3 animaux infectés avec la souche congelée présentent exactement les mêmes 
dates d’apparition du parasite dans le sang et de pic parasitaire, respectivement J18 et 
J26 post inoculation, ce qui est assez remarquable.  

 
• Ces délais d’apparition du parasite dans le sang sont bien plus longs que ceux observés 

avec P. falciparum chez l’homme ou qu’avec P. reichenowi chez le chimpanzé (moins 
d’une semaine) (Coatney et al., 1971). Cela peut être dû à l’espèce plasmodiale elle-
même ou à ses conditions de stockage. 

 
• Bernadette, ré-infectée à partir du sang de Coco, présente une avancée de la date 

d’apparition du parasite de J18 à J9, du pic de parasitémie de J26 à J18 et une 
réduction de l’intervalle entre ces événements de 9 à 8 jours. Deux hypothèses peuvent 
être avancées : d’une part l’augmentation de la virulence de la souche après ce premier 
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passage sur le sang de Coco, d’autre part des facteurs inhérents à Bernadette 
conduisant à sa plus grande sensibilité lors de la ré-inoculation. 

 
• L’absence de réel pouvoir pathogène de cette espèce plasmodiale n’est pas 

surprenante : ni P. falciparum, ni P. reichenowi ne sont pathogènes pour le 
chimpanzé, il est donc logique que cette espèce plasmodiale voisine suive le même 
schéma clinique. 

 
• L’anémie (décrite par l’hématocrite, les taux d’hémoglobine et d’érythrocytes) 

apparaît précocement (entre 10 et 18 jours après l’apparition des parasites dans le 
sang), est maximale au bout de 3 semaines à 1 mois, et disparaît rapidement lorsque 
les parasitémies sont stabilisées autour de 1000/μL. 

 
• Cette anémie, causée par l’invasion des érythrocytes par le plasmodium, est cependant 

loin de celle décrite dans les cas de paludisme grave (hématocrite < 15 % ou 
hémoglobine < 5 g/dL) (Saissy et al., 2003). 

 
• Le pourcentage de lymphocytes augmente de façon plus tardive (20 jours environ 

après la détection de parasites sanguins). Son maximum coïncide avec le maximum de 
l’anémie mais le retour à des valeurs normales est plus tardif (dans la semaine suivant 
l’administration de Fansidar®).  

 
• L’augmentation du pourcentage de lymphocytes n’entraîne pas pour autant de 

lymphocytose, c’est plutôt une inversion de la formule sanguine. Elle correspond sans 
doute à l’augmentation modérée des lymphocytes qui participe à la protection (Wipasa 
et al., 2002). 

A.1.3.2- culture in vitro  

Au moment des pics de parasitémie de Coco, Akiéni puis de Bernadette, des essais de mise en 
culture du parasite sur du sang de chimpanzé (celui de Bernadette avant la deuxième 
inoculation) ont été menés. 
 
La maturation de la souche s’obtient en 48 heures (comme P. falciparum) : de nombreux 
schizontes sont observés, ainsi que des gamétocytes. Cependant, au bout de quelques jours, la 
souche apparaît « en souffrance » (allure anormale des trophozoïtes et des schizontes) et 
meurt rapidement (entre 6 et 9 jours).  
Ce problème existe déjà avec P. falciparum : si la culture des souches dites « de laboratoire » 
(3D7 par exemple) est assez facile, la culture in vitro des souches dites « de terrain » est très 
délicate. En outre, le fait d’avoir utilisé pour ces cultures le sang d’un animal réfractaire à 
l’infection a peut-être eu une importance. 
 
En raison de l’absence de schizonte dans le sang et à la suspicion de phénomène de 
séquestration, quatre essais de cytoadhérence ont été menés sur des cellules d’endothélium 
pulmonaire humain.  
 
L’étude de cytoadhérence consiste à mesurer le pourcentage de cellules endothéliales sur 
lesquelles sont accrochés un ou plusieurs globules rouges parasités (par rapport aux cellules 
endothéliales sans érythrocytes parasités). La relation entre la séquestration et les formes 
graves du paludisme n’est pas clairement établie : si dans le cas de neuropaludisme il y a 
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séquestration importante dans les capillaires cérébraux (Wassmer et al., 2003a), il existe 
également un phénomène de séquestration lors des paludismes bénins à P. falciparum.  
 
Notre souche de P. benjamini est chaque fois comparée à une souche de terrain de P. 
falciparum fortement cytoadhérente (92%) qui possède la même proportion de schizontes. 
Tous les essais ont été négatifs : 0% pour P. benjamini contre 16 % pour la souche de P. 
falciparum qui est le témoin positif (92 % était le score obtenu avant la mise en culture de la 
souche sauvage, mais au bout d’une semaine, cette souche ne cytoadhère plus qu’à 16% sans 
doute par une sorte de perte phénotypique).  
 
Cela peut signifier : 

- que notre souche n’a pas de propriétés de cytoadhérence,  
- ou que cette cytoadhérence n’a pas lieu dans l’épithélium pulmonaire,  
- ou plus vraisemblablement que cette cytoadhérence ne peut s’exercer sur des 

cellules humaines (ce qui n’exclurait donc pas la séquestration des schizontes 
chez le chimpanzé).  

 
Il pourrait donc y avoir séquestration des schizontes de cette espèce plasmodiale, avec une 
cytoadhérence spécifique (spécifique au tissu ou à l’espèce hôte), sans toutefois entraîner de 
symptômes graves chez le chimpanzé. 

A.1.4- Conclusion et applications possibles 

Cette nouvelle espèce plasmodiale, tout comme P. reichenowi, n’est donc pas pathogène pour 
le chimpanzé, ce qui a plusieurs conséquences :  
 

 cette espèce ne possède aucun intérêt pour l’étude de la pathogenèse du 
paludisme. En revanche, comme pour P. reichenowi, l’étude précise des 
mécanismes d’immunité mis en jeu ainsi que des relations hôtes-parasites 
(séquestration et cytoadhérence notamment) sont intéressants en tant que 
modèle non pathogène. 
 D’autres applications comme l’étude de nouvelles molécules antipaludiques ou 

de recherche vaccinale pourraient être menées comme avec P. reichenowi.  
 Sur le plan écologique enfin, il est intéressant de constater encore une fois 

l'absence de pathogénicité de cette espèce plasmodiale pour le chimpanzé, en 
réponses aux récentes inquiétudes concernant l'impact éventuel du paludisme 
sur les grands singes. 
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A.2- ESSSAI D’UN VACCIN ERYTHROCYTAIRE ET D’UNE 
THERAPIE PAR ANTICORPS RECOMBINANTS SUR DES 
CHIMPANZES INFECTES PAR PLASMODIUM REICHENOWI 

A.2.1- Principe de l’étude 

 MSP-3 est une molécule vaccinale de P. falciparum appartenant au stade 
érythrocytaire, identifiée comme cible des mécanismes de défense acquis par l’adulte 
africain devenu immun au parasite. 
  
Cette étude a deux objectifs :  

o l’étude prospective de l’intérêt d’une construction vaccinale donnée. Il faut 
tester l’innocuité et l’antigénicité de la protéine PfMSP3/210-380 (produite 
dans le système Lactococcus lactis), émulsifiée avec de l’adjuvant SBAS2 et 
injectée chez 3 chimpanzés. 

o L’évaluation du pouvoir protecteur de ce vaccin lors d’une infection par le 
parasite naturel du chimpanzé commun, P. reichenowi (l’antigène P.r.MSP3 
présentant 99% d’homologie avec P.f.MSP3). 

 
 RAM-1 est quant à lui un anticorps recombinant anti-MSP-3 obtenu par clonage des 

ADN complémentaires de lymphocytes de sujets africains dans un phage filamenteux. 
Une sélection des recombinants exprimant l’anticorps MSP-3.b est ensuite réalisée 
car, étant la mieux conservée, elle constitue la cible principale. Il y a ensuite 
reconstruction d’une immunoglobuline complète en ajoutant les chaînes lourdes ad 
hoc et enfin expression de l’anticorps recombinant sous forme d’isotypes IgG1et 
IgG3.  
Ces versions IgG1 et IgG3 de RAM-1 ont prouvé leur efficacité :  

o in vitro avec un puissant effet anti-parasitaire : dans les tests de coopération 
avec les monocytes ils exercent une forte action contre P. falciparum ; 

o chez les souris SCID immunocompromises greffées en globules rouges 
humains et infectées par P. falciparum, ces anticorps recombinants induisent 
une chute de la parasitémie en présence de monocytes humains greffés chez 
ces mêmes souris. Cet effet est comparable à celui obtenu avec la chloroquine 
ou la quinine et conduit à la chute à zéro de la parasitémie en 3 jours.  

 
Cette action anti-parasitaire est spécifique des anticorps dirigés contre MSP-3 : 
l’utilisation d’anticorps dirigés contre d’autres molécules est sans effet sur la 
parasitémie. 
 

Enfin, la production de tels anticorps recombinants par des plantes est possible et ceci à un 
coût extrêmement attractif, de l’ordre de 0,8 à 1,5 euro par traitement pour un adulte. Une 
nouvelle voie thérapeutique du paludisme apparaît donc possible.  

 
Le protocole a reçu l’accord du Comité d’Ethique Ile de France sous la référence n° 02-001. 

 
 
 



Exemples d’utilisation des primates africains dans la recherche sur le paludisme 
 

 113

A.2.2- Matériel et méthode 

A.2.2.1- présentation des animaux 

Six chimpanzés communs (Pan troglodytes), deux mâles et quatre femelles adultes, en bonne 
santé, d’âge et de poids sensiblement similaires, sont répartis en deux groupe de trois 
individus : 
 

- 1er groupe = groupe des vaccinés : Congo, Doumay et Nuria ; 
- 2ème groupe = groupe contrôle : Ondele, Mopia et Makata. 
 

Animal Congo Doumay Nuria 
Sexe Mâle Femelle Femelle 
Âge 13 ans 14 ans 16 ans 

Poids en kg 
(début-fin  

de protocole) 
56,7-55 37,2-40 47,5-47,5 

Antécédents 
pathologiques 

STLV+ 
Hepatite B Ac+ Ag- 

Hepatite C Ac+ 

Participation à un 
protocole paludisme 
à P. falciparum en 

1998 

Hépatite C Ac+ 

 
Tableau 9 a : groupe des vaccinés 

 
Animal Ondele Mopia Makata 

Sexe Femelle Femelle Mâle 
Âge 23 ans 24 ans 21 ans 

Poids en kg 
(début-fin  

de protocole) 
38,8-41 ,5 41,5-45 41,2-47 

Antécédents 
pathologiques 

Hépatite B Ac+ Ag- 
Participation à un 

protocole paludisme 
à P. falciparum en 

1997 

Hepatite B Ag+ en 
1997 puis juste Ac+ 

Hépatite B Ag et 
Ac+ en 1997 puis 

juste Ac+ 
Participation à un 

protocole paludisme 
à P. falciparum en 

1997 
 

Tableau 9 b : groupe contrôle 
Tableau 9 a et b : présentation des animaux 

 
Trois semaines avant la première immunisation, tous les animaux sont placés en bâtiment de 
type A3, fermé inaccessible aux moustiques, sont prélevés pour QBC, goutte épaisse et frottis 
et sont traités à l’Ivermectine (Ivomec®, 1,8 à 2,5 mL en injection sous-cutanée).  
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A.2.2.2- protocole d’immunisation des chimpanzés 

Dates de protocole : avril 2002 - janvier 2003 
 
Groupe de singes Nombre de 

chimpanzés 
Doses d’antigène 
MSP-3 injectées 

Adjuvant utilisé Volumes injectés 
à chaque fois 

Lot vacciné  
Lot témoin 

3 adultes 
3 adultes 

30 / 30 / 30 μg 
0 / 0 / 0 μg 

SBAS2 
SBAS2 

500 μL 
500 μL 

 
Tableau 10 : protocole d’immunisation des animaux 

 
Le groupe vacciné reçoit 3 doses de protéine vaccinale émulsifiée dans l’adjuvant SBAS2 
tandis que le lot contrôle reçoit le même volume mais contenant du NaCl 9 ‰ émulsifié dans 
le même adjuvant SBAS2.  
Pour tous les animaux les injections sont sous-cutanées et ont lieu à J0, J30 et J90. 
 
Préparation du mélange injecté : 
 
Le mélange antigène/adjuvant est réalisé extemporanément pour chaque injection. En 
condition stérile on ajoute soit 215 μL de la solution d’antigène pour les vaccinés (150 μL de 
solution de PfMSP3/210-380 à 0,2 mg/mL + 65 μL de PBS pH 7), soit 215 μL de NaCl pour 
le lot témoin, à 285 μl de SBAS2. On homogénéise par un bref coup de Vortex puis on laisse 
incuber 10 minutes sur un plateau agitant en position moyenne. Un ultime coup de Vortex est 
encore donné juste avant l’administration au primate afin de s’assurer de la parfaite 
homogénéité de la solution. 
 
Préparation des animaux : 
 
A chaque immunisation on prélève 20 mL de sang sur tube EDTA.  
 
A J0, J30, J90, 1 heure après chaque injection, on cherche des traces de réaction locale au 
point d’injection (érythème, induration, tuméfaction ou autre) et d’éventuelles limitations de 
mouvements de l’animal.  
 
A J2, J32 et J92 on cherche encore les symptômes locaux (mêmes symptômes mais aussi 
urticaire, exanthème) et les manifestations générales (fièvre, arthralgie, névralgie, asthme, 
syncope, nausées, palpitations) pour détecter les réactions retardées. 
 
A J0 et J110 un bilan complet hématologique et biochimique est effectué en plus de la mesure 
pondérale : numération-formule, sodium, potassium, transaminases, bilirubine totale, 
phosphatases alcalines, gamma glutamyl transférase, créatinine et glycémie.  
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A.2.2.3- protocole d’infection d’épreuve par Plasmodium reichenowi et 
suivi de la parasitémie 

Un seul animal est infecté avec les aliquots congelés de P. reichenowi car la souche est 
devenue très rare et il ne reste que quelques aliquots disponibles (pour cette étude, deux 
aliquots nous sont prêtés par le Biomedical Primate Research Centre - BPRC - en Hollande). 
 
L’infection d’épreuve a lieu à J 110 : 
 

1- anesthésie à la kétamine de l’un des trois chimpanzés contrôle ; 
2- pose d’un cathéter veineux et d’une perfusion NaCl 9‰ dans un des avant-bras ; 
3- mise à 37°C de 5 mL de RPMI et d’un aliquot de la souche de P. reichenowi pendant 

une minute ; 
4- aspiration de 1 mL de RPMI chaud que l’on injecte dans le tube de la souche afin de 

réchauffer rapidement le culot globulaire ; 
5- aspiration de ce mélange que l’on injecte immédiatement dans la tubulure de perfusion 

en accélérant le débit de celle-ci pour assurer une diffusion intraveineuse immédiate 
des globules rouges parasités.  

 
Le suivi de la parasitémie du primate ainsi inoculé est réalisé tous les 2 jours (sous anesthésie 
générale on prélève 5 mL de sang sur tube EDTA). On effectue à partir de ce prélèvement un 
frottis sanguin, une goutte épaisse et un QBC. Puis on centrifuge le sang afin de séparer le 
sérum du culot qui sont stockés à –20°C afin d’exécuter ultérieurement une PCR et un test 
LDH.  
 
Lorsque la parasitémie atteint un niveau suffisant pour pouvoir injecter au moins 100 000 
globules rouges parasités à chacun des 5 autres singes, on prélève le sang parasité sur tube 
EDTA que l’on réinjecte directement par cathéter aux receveurs. 

A.2.2.4- protocole d’essai thérapeutique par l’anticorps recombinant RAM-1 

Le choix de la posologie et du mode d’administration repose sur deux données : 
- chez la souris, la clearance de la parasitémie est obtenue avec des doses de 1mg/kg en 

injection intrapéritonéale ; 
-  par ailleurs, l’injection intraveineuse d’IgG totales africaines chez l’homme a induit 

dans un cas une séquestration splénique des globules rouges parasités avec un 
accroissement rapide de la taille de la rate. Ce phénomène peut être évité en étalant le 
traitement sur 2 jours. 

 
Ainsi, une dose totale de 30 mg, soit environ 0,5 mg/kg, est proposée pour les chimpanzés. 
On utilise la voie intraveineuse lente, en répartissant le traitement en 3 injections, chacune 
étant suivie de l’observation des signes cliniques et notamment des paramètres spléniques par 
échographie : 
 

- Jour 1, 8h00 : 3 mg, soit environ un dixième de la dose, par voie intraveineuse lente,  
- Jour 1,12h00 : 7 mg, un peu plus d’un quart de la dose, par voie intraveineuse lente,  
- Jour 2, 8h00 : 20 mg, les deux derniers tiers de la dose, sont administrés en perfusion 

NaCl 9‰. 
 
Ce traitement par anticorps est appliqué aux 3 chimpanzés contrôles, au moment de leur pic 
de parasitémie.  
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A.2.3- Résultats 

 Aucun symptômes locaux ni manifestation générale liés à la vaccination n’ont été 
observés.  

 
 Le premier animal infecté est Ondélé. Malheureusement, aucun parasite sanguin n’a 

pu être détecté au bout de 25 jours. La deuxième ampoule de la souche P. reichenowi 
a donc été utilisée pour inoculer un second primate, Mopia. 

 
Figure 20 : parasitémie de Mopia, animal témoin ayant reçu la souche congelée (→ : 
prélèvements) 
 

Mopia a permis de faire des aliquots de la souche au moment de son pic de parasitémie 
(J18 post-inoculation) puis d’inoculer les 5 autres primates à J26. 

 
Chacun des autres primates a reçu par voie intraveineuse 10mL de sang frais de Mopia 
dilué dans 25 mL de RPMI, soit environ 2,4.106 parasites.  
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Figures 21 et 22 : parasitémies (en nombre de parasites/μL) des animaux vaccinés (à gauche) 
et du groupe témoin (à droite) en fonction du nombre de jours post-inoculation. 

 
 Sur le plan clinique, aucun symptôme n’a pu être observé et les données 

hématologiques n’ont pas révélé de modification importante liée à la parasitémie. 
 

 D’un point de vue immunologique, aucune réponse n’a été obtenue lors d’ELISA IgG 
sur les sérums des 6 animaux. Seules des réponses IgM sont détectables.  
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Figure 23 : résultats des tests ELISA HRPO des IgM : valeurs des ratios de D.O. 
(densités optiques) en fonction de la dilution des sérums pour les 6 animaux.   

---x--- lot témoin   ---■--- lot vacciné 
 

Sur l’ensemble des sérums, aucune influence de la vaccination n’a pu être mise en 
évidence pour les titres d’anticorps. 

 
 Le choix des animaux traités par RAM-1 reposait sur deux préférences : l’absence de 

vaccination préalable et l’existence d’une parasitémie assez élevée. C’est pour cette 
dernière raison que Mopia a été écartée du protocole thérapeutique au profit de Nuria.  
 
Les trois animaux traités sont donc : Nuria, Ondele et Makata. 
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Figure 24 : effet du traitement RAM-1 (         ) sur les parasitémies des 3 chimpanzés. 
 

Les animaux ont reçu entre 625 et 750 μg/kg d’anticorps RAM-1, sans que l’on puisse 
observer de symptôme de toxicité : 

 
o Dès le premier jour de traitement avec RAM-1, les parasitémies ont été 

divisées par 5 ou 6 pour deux animaux sur trois (Nuria et Ondele). La 
parasitémie de Makata a augmenté après le premier jour de traitement pour 
atteindre son pic, puis a diminué dès le deuxième jour. 

o Entre le deuxième jour de traitement et le jour suivant, les parasitémies ont 
encore été réduites d’un quart chez les 3 animaux traités. 

o Six jours après le traitement, les parasitémies Ondele et Nuria présentent 
respectivement une réduction de 99,6 et 96% par rapport au jour 1 de 
traitement ; Makata a une diminution de 38% de sa parasitémie. 

A.2.4- Discussion 

A.2.4.1- conservation de la souche plasmodiale 

• La préservation des souches plasmodiales par le froid existe depuis plus de 50 ans. 
Régulièrement ces parasites archivés sont utilisés, même après des décennies de 
conservation, pour initier de nouvelles infections et renouveler les stocks (Collins, 
2003).  
Les aliquots utilisés ici étaient les derniers stocks de cette espèce plasmodiale. Ils 
provenaient de Hollande et avaient subi près de 15 ans de congélation. Plusieurs 
dizaines d’aliquots ont pu être constitués à partir du sang de Mopia dont la moitié a été 
réexpédiée à l’Institut Pasteur et au BPRC.  

 
• Du fait de la longue durée de conservation de la souche utilisée ici, la quantité précise 

de parasites viables injectés à Ondele puis à Mopia est restée inconnue. 
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A.2.4.2- suivi des parasitémies 

• Comme dans le précédent protocole, il est difficile de dire si l’échec d’infection 
d’Ondele est dû à la souche ou à l’animal. 

 
• Concernant l’observation du parasite, seules des formes de type trophozoïte ont été 

observées (sans doute parce que le protocole a été arrêté avant la phase de production 
des gamétocytes). 

 
• Les infections ont des durées très variables : un animal (Mopia) avait encore des 

parasites à J43, alors qu’un autre (Congo) n’avait plus de parasites à J21 post-
infection. 

 
• Si les pics de parasitémies sont proches de ceux obtenus avec P. benjamini (en général 

104, parfois 105 parasites/μL), les courbes de parasitémies n’ont pas les mêmes 
caractéristiques : 

o les courbes sont beaucoup moins homogènes, elles présentent de grandes 
variations individuelles, notamment en ce qui concerne les pics de parasitémies 
(de moins de 10 000 à plus de 120 000 parasites/μL) ; 

o l’apparition des parasites dans le sang est plus précoce (entre J4 et J9) et 
correspond d’ailleurs aux données évoquées par Coatney pour P. reichenowi. 
(Coatney et al., 1971); 

o si l’on fait abstraction de l’influence du traitement RAM-1, la hauteur du pic 
n’influence pas la décroissance parasitaire :  
 la parasitémie de Nuria, avec un pic à près de 105 parasites/μL, décroît 

assez lentement (7 jours) avec un pic secondaire. 
 La parasitémie de Makata, malgré un pic de même hauteur, décroît en 

12 jours. 
 Mise à part Nuria, la parasitémie des animaux décroît toujours 

progressivement, sans pic secondaire. 
 

• Comme dans le cas de P. benjamini, le nombre de passage de la souche semble 
influencer la parasitémie : on observe une avancée de l’apparition des parasites dans le 
sang (J9 pour Mopia contre J6 en moyenne pour les autres animaux du 2ème passage). 

 
• De façon moins marquée, le délai d’apparition du pic de parasitémie a aussi tendance à 

diminuer avec le second passage : à J16 pour Mopia, à J10, J12, J12, J16 et J16 pour 
les cinq autres animaux. 

 
• Le fait d’avoir déjà participé à des protocoles de paludisme, ou de posséder une 

sérologie hépatite positive ne semble pas influencer la parasitémie. 

A.2.4.3- vaccination 

• La formule vaccinale testée ici est bien tolérée. 
 

• En revanche, cette formule n’est pas immunogène. Seule une augmentation des IgM, 
anticorps non cytophiles, a été constatée post-infection d’épreuve. Elle est sans doute 
simplement liée à l’infection. On peut s’interroger sur la raison pour laquelle cette 
préparation vaccinale est restée sans effet alors qu’une préparation synthétique 
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homologue à 70% donne d’excellents résultats d’immunogénicité chez l’humain et 
d’assez bons résultats chez Aotus et le rongeur (Hisaeda et al., 2002). Un problème de 
conservation du vaccin lors du transport de France au Gabon a été envisagé. 

 
• La formule vaccinale n’est d’ailleurs pas protectrice (conséquence logique de 

l’absence d’immunogénicité). 
 

• Les essais vaccinaux menés chez l’homme à partir de début 2005 permettront sans 
doute de mieux comprendre l’échec de cette immunisation. 

A.2.4.4- traitement par anticorps recombinants 

• Le traitement par anticorps recombinants a été bien toléré, la légère et transitoire 
augmentation de taille de la rate constatée chez certains animaux était certainement 
due à l’infection paludique.  

 
• Concernant le choix des animaux traités, il y a peut-être un biais à avoir utilisé Nuria 

qui est « immunisée » MSP-3.  
 

• Une autre critique qui peut être faite à ce protocole concerne l’absence de réelle 
situation témoin pour ce traitement. En effet, les 3 animaux non traités par RAM-1 
étaient soit vaccinés (Congo et Doumay), soit infectés avec la souche congelée 
(Mopia).  
On peut tout de même signaler que la parasitémie de ces 3 animaux non traités chute 
spontanément de 85 à 92% dans les 6 jours suivant le pic (contre respectivement 99,6 
et 96% pour Ondele et Nuria traitées avec RAM-1 mais seulement 38% pour Makata, 
pourtant lui aussi traité avec RAM-1). 

 
• La réduction de la parasitémie des animaux traités avec RAM-1 est moins rapide que 

celle observée chez la souris SCID et dans les études de transfert à l’homme.  
Ce retard à la décroissance est sans doute dû à un problème de coopération entre les 
immunoglobulines humaines tels que RAM-1 et les monocytes de chimpanzés, malgré 
leur proximité avec l’homme. On soupçonne fortement une interaction moléculaire 
sub-optimale entre les IgG humaines et les récepteurs Fcγ des chimpanzés ; d’une part 
la coopération monocyte-IgG semble moins forte qu’avec les récepteurs Fcγ des 
monocytes humains, d’autre part elle est très variable d’un chimpanzé à l’autre 
(Druilhe 2004, non publié).  

 
• Par ailleurs, l’augmentation des IgM observée a peut-être entraîné une compétition 

entre ces anticorps non cytophiles et les quelques IgG1 ajoutés sous forme de RAM-1. 
En effet, non seulement les IgM ne coopèrent pas avec les monocytes, mais ils 
peuvent entrer en compétition avec les anticorps cytophiles.  
Une dose plus importante de RAM-1 aurait alors peut-être permis d’éviter cette 
compétition. Un mapping épitopique des anticorps permettra de savoir s’ils sont 
dirigés vers le même épitope que celui ciblé par RAM-1. 
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A.2.5- Conclusion 

Ainsi, cette formule vaccinale, pourtant prometteuse chez la souris et les singes de nuit, n’a 
pas permis la protection attendue chez le chimpanzé.  
Il est donc intéressant ici de voir les limites du modèle chimpanzé, pourtant le plus proche 
parent de l’humain, lorsque l’on s’intéresse à des études immunologiques poussées.  
 
Les essais cliniques menés chez l’homme apporteront sans doute des éléments de réponses 
quant aux mécanismes exacts de protection de cette formule et quant aux différences homme-
chimpanzé. 
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B- UTILISATIONS DE PRIMATES AFRICAINS EN TANT 
QU’HOTES ARTIFICIELS DE PLASMODIUMS HUMAINS  

B.1- RECHERCHE D’UN NOUVEAU MODELE POUR LE 
PALUDISME : ESSAI D’INFECTION DE QUATRE MANDRILLS 
PAR PLASMODIUM FALCIPARUM  

B.1.1- Principe de l’étude 

B.1.1.1- problématique 

Le CIRMF abrite la plus grande colonie captive de mandrills du monde, avec près de 200 
individus. 
Du fait de son mode de vie forestier et de la faible quantité d’individus captifs, le mandrill est 
encore peu étudié. Le CIRMF les utilise essentiellement pour des recherches concernant le 
SIV, puisque cette espèce présente l’intérêt de posséder 2 sous-types de SIVmd et d’être un 
modèle non pathogène pour le SIDA. 
 
Ce primate présente plusieurs avantages intéressants dans le cadre des recherches sur le 
paludisme ; d’un élevage aisé et de taille réduite par rapport au chimpanzé, son utilisation est 
bien moins coûteuse (réduction des coûts des structures de captivité, mais aussi 
d’alimentation et d’anesthésie) et son immunité a déjà été bien étudiée au CIRMF. Enfin, 
c’est une espèce qui, au niveau comportemental, semble assez bien supporter les conditions 
d’isolement liées aux protocoles. 
 
Cependant, les données concernant les infections palustres des mandrills étant très peu 
nombreuses, nous avons d’abord mené des études au sein de la colonie du Centre de 
Primatologie (CDP) du CIRMF. 
 

- En 1995, une étude portant sur tous les primates du CDP n’avait rapporté aucun cas de 
paludisme sur les primates présents. 

- Au cours de l'année 1999, l’analyse moléculaire des prélèvements sanguins de 
mandrills a montré la présence de P. falciparum chez deux mandrills de la colonie. Ce 
résultat a été obtenu par la technique PCR de Snounou (Snounou et al., 1993).  

- En 2002, un contrôle de parasitologie systématique lors du contrôle sanitaire a été mis 
en place. Sur 176 mandrills testés, 57 % présentaient des gouttes épaisses positives. 
Les formes présentes sur les lames ne ressemblaient pas à P. falciparum. Il s’agirait 
peut-être d’une espèce plasmodiale propre au mandrill.  

 
Par ailleurs, aucun signe clinique se rapportant au paludisme n’a jamais été observé chez les 
mandrills. 
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Il y a alors deux possibilités :  
 

 Hypothèse 1 : l’espèce plasmodiale X observée chez les mandrills en 1999 et en 2002 
est la même. Elle aurait des formes suffisamment proches de P. falciparum (du          
P. falciparum qui aurait muté ? Une espèce proche de P. falciparum ?) pour rendre 
une PCR positive (réaction croisée). Il s’agirait alors une mono infection. 

 
 Hypothèse 2 : il y a parfois réellement co-infection (ou en tout cas co-existence) de   

P. falciparum et d’une espèce plasmodiale X (nouvelle espèce ou espèce déjà présente 
chez d’autres primates comme P. gonderi ?).  

 
Dans la première hypothèse, c’est le séquençage de l’ADN extrait des deux mandrills de 1999 
puis sa comparaison avec le génome de P. falciparum qui donnera une réponse plus précise.  
 
Dans la seconde hypothèse, il faut tenter de situer cette nouvelle espèce par rapport aux autres 
espèces existantes et se pencher sur la présence conjointe de P. falciparum. Dans quel état 
pouvait être P. falciparum ? Le fait de ne pas le voir sur les gouttes épaisses signifie t-il que 
ce parasite était en trop faible concentration dans le sang ? Ou que P. falciparum n’était 
présent que sous forme fragmentaire ? (mais alors ceci serait en contradiction avec la théorie 
selon laquelle une PCR positive signifie que le parasite est viable (Jarra et al., 1998)). Si c’est 
un fragment, d’où provient-il ? Au bout de combien de temps un mandrill peut-il « détruire » 
P. falciparum ? 
 
C’est donc l’analyse du génome des plasmodiums présents dans le sang des deux mandrills de 
1999 et de ceux de 2002 qui permettrait d’apporter une orientation. Malheureusement jusque 
là les prélèvements présentaient trop peu de matériel génétique pour réaliser une telle étude. 
 
Cependant, quelle que soit l’hypothèse retenue, il est d’ores et déjà intéressant de se pencher 
sur la possibilité d’infecter le mandrill par P. falciparum. 
 
Le mandrill pourrait en effet être une espèce intermédiaire intéressante : plus proche de 
l’humain que les singes du Nouveau Monde, moins coûteuse que le chimpanzé et enfin bien 
étudiée sur le plan immunologique grâce aux travaux déjà réalisés en virologie. 
 
Le protocole a reçu l’accord du Comité d’Ethique Ile de France sous la référence n°03-004. 

B.1.1.2- étude in vitro : culture sur sang de mandrill 

Un prélèvement de 14 mL de sang sur tube EDTA a été effectué sur un mandrill indemne de 
paludisme, isolé en bâtiment depuis plusieurs années et SIV/STLV négatif. La souche 3D7 a 
été choisie pour des raisons pratiques (disponibilité, connaissance de la souche et culture 
aisée).  
 
La tentative d’infection des hématies de mandrill par cette souche de P. falciparum a échoué.  
 
Cet échec peut signifier : 

- que P. falciparum n’est pas adaptable chez le mandrill,  
- que cette souche n’est pas adaptable chez le mandrill, 
- et/ou que cette culture est trop délicate.  
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Une infection d’animaux est donc tout de même nécessaire pour définir la permissivité du 
mandrill vis-à-vis de ce plasmodium humain, ceci en parallèle de la caractérisation du parasite 
trouvé chez le mandrill. 

B.1.2- Matériel et méthode 

B.1.2.1- présentation des animaux 

Quatre jeunes mandrills (Mandrillus sphinx) adultes, 2 femelles et 2 mâles, en bonne santé, 
d’âge et de poids sensiblement similaires, sont répartis en deux groupe de deux individus. 
 
Les quatre animaux sont testés négatifs pour SIVmd et STLV et leur sérologie anti-EBA-175 
(antigène de mérozoïte) est négative. 
 

Animal 17D3 17A6 17B6 6F 
Sexe Mâle Mâle Femelle Femelle 
Âge 5 ans 5 ans 5 ans 4 ans 

Poids en kg 
(début-fin de protocole) 12,4-12 12,2-10 8,2-7,8 10,4-8,2 

Antécédents 
pathologiques néant néant néant néant 

 
Tableau 11 : présentation des animaux 

B.1.2.2- protocole d’infection d’épreuve par Plasmodium falciparum et suivi 
de la parasitémie  

Dates de protocole : octobre - novembre 2003 
 

- J-14 avant inoculation : les primates sont placés dans des bâtiments de type A3, 
fermés non accessibles aux moustiques. Un QBC, une goutte épaisse et une PCR sont 
réalisés à J-14 et les animaux sont traités à l’association Pyriméthamine-Sulfadoxine 
(Fansidar®, 1 ampoule par voie intramusculaire pour le 17D3, ½ ampoule pour les 3 
autres). 

- J-7 : QBC, goutte épaisse et PCR sont réalisés pour vérification. 
- J0 : infection avec 600 μL d’hématies humaines parasitées à 20% par P. falciparum 

souche 3D7, ce qui représente près de 600 000 parasites injectés par voie 
intraveineuse. 

 
Pour le suivi de parasitémie, de J0 à J50, 3 mL EDTA sont prélevés sous anesthésie générale 
tous les 3 jours pour effectuer un QBC, un frottis et une goutte épaisse.  

 
Un prélèvement hebdomadaire est effectué pour contrôle des paramètres hématologiques et 
biochimiques (urée, créatinine, transaminases, phosphatases alcalines, glucose, lactate). 

B.1.3- Résultats 

Aucun parasite sanguin n’a pu être décelé chez aucun des animaux. 
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B.1.4- Discussion et conclusion 

Plusieurs hypothèses peuvent être émises : 
 

- le mandrill n’est pas permissif à l’infection par P. falciparum ; 
- le mandrill n’est pas permissif à l’infection par les stades érythrocytaires humains de 

P. falciparum (il est tout de même surprenant de ne pas avoir vu un seul parasite) ; 
- la souche 3D7 n’est pas adaptée à l’infection chez le mandrill ; 
- une splénectomie est nécessaire. 

 
Par conséquent, à moins que ce ne soit qu’un problème de souche, le mandrill est sans doute 
un mauvais modèle d’infection par P. falciparum.  
Par ailleurs, d’un point de vue écologique, le mandrill ne semble pas menacé par le paludisme 
humain. 
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B.2- ESSAI D’UN VACCIN PRE-ERYTHROCYTAIRE AVEC DES 
CHIMPANZES INFECTES PAR PLASMODIUM FALCIPARUM 

L’étude qui suit concerne une formule vaccinale en cours de développement ; ainsi, pour des 
raisons de confidentialité, une partie des données ne pourra pas être présentée (type de vaccin, 
formule, etc.).  

B.2.1- Principe de l’étude 

Le protocole dure 10 mois : après avoir immunisé les animaux, l’efficacité et la rémanence de 
la formule vaccinale sont testées avec une double infection par des sporozoïtes à 5 mois 
d’intervalle. 
 
Le choix du modèle animal s’est naturellement porté vers le chimpanzé pour deux raisons : 

- il est l’un des seuls modèles réceptifs aux stades pré-érythrocytaires de P. falciparum ;  
- il constitue le modèle le plus proche de l’homme au stade pré-clinique du 

développement vaccinal. Par ailleurs, il rend possible l’exploration détaillée des 
mécanismes immunitaires en employant des réactifs à usage humain. 

 
Le protocole a reçu l’accord du Comité d’Ethique Ile de France sous la référence n°02-002. 

B.2.2- Matériel et méthode 

B.2.2.1- présentation des animaux 

Du fait de l’utilisation de chimpanzé, un compromis entre les besoins statistiques et les 
contraintes financières et éthiques doit être envisagé. Ainsi, ce sont six jeunes adultes 
chimpanzés (Pan troglodytes), 2 mâles et 4 femelles en bonne santé, qui sont répartis en deux 
groupes : 

- groupe témoin : Chico et Géraldine 
- groupe vacciné : Mayumba, Mickey, Belle et Doris. 

 
Animal Chico Geraldine Mayumba Mickey Belle Doris 

Sexe Mâle Femelle Femelle Mâle Femelle Femelle 
Âge 10 ans 10 ans 9 ans 10 ans 7 ans 9 ans 

Poids en kg 
(début-fin de 

protocole) 
40-45,6 35-35,3 30-34,8 32-31,5 33-31,9 25-29 

Antécédents 
pathologiques néant néant néant néant néant Hépatite B 

Ac+ Ag- 
 

Tableau 12 : présentation des animaux 
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B.2.2.2- protocole d’immunisation 

Un mois avant la première immunisation, les animaux sont placés en bâtiments 
expérimentaux de type A2 fermés inaccessibles aux moustiques ; une recherche de 
plasmodium est alors effectuée (QBC, goutte épaisse et frottis). 
A chaque jour d’immunisation, plusieurs prélèvements sont effectués avant la vaccination : 

- 50 mL de sang sur tube EDTA pour l’analyse détaillée des réponses immunitaires 
préexistantes chez les chimpanzés (analyse en cytométrie de flux, tests ELISA et 
ELISpot) :  

o anticorps de l’antigène vaccinal,  
o anticorps contre les stades érythrocytaires,  
o anticorps contre l’ensemble des antigènes de surface des sporozoïtes de          

P. falciparum (souche NF54),  
o titres d’anticorps et tests de proliférations cellulaires avec les peptides 

vaccinaux 
- 5 mL sur tube EDTA et 5 mL sur tube sec pour une numération-formule, une 

biochimie classique et une recherche parasitaire. 
 

Le groupe vacciné reçoit 3 doses vaccinales (composition confidentielle) à 1 mois 
d’intervalle. L’injection est faite dans le mollet, par voie intramusculaire. 
 
Des prélèvements (30 à 50 mL EDTA) sont effectués à J60, J75 et J105 après la dernière 
immunisation pour un suivi des paramètres immunologiques. 

B.2.2.3- protocole d’infection d’épreuve par P. falciparum et suivi de la 
parasitémie 

Des sporozoïtes sont obtenus par dissection et broyage des glandes salivaires de moustiques 
reçus du Biomedical Primate Research Centre (BPRC) en Hollande. 

 
Chaque infection d’épreuve consiste en une infection à faible dose : 20 000 sporozoïtes (dans 
0,7 mL de RPMI) sont injectés par voie intraveineuse à chaque animal. Deux infections sont 
réalisées, la première à J98, la seconde à J238 suivant le dernier rappel vaccinal. 
 
A chaque infection d’épreuve : 

 Du 6ème au 10ème jour post-infection, le suivi parasitaire est effectué (5 mL sur tube 
EDTA) par QBC, frottis et goutte épaisse, mais aussi PCR et test LDH. En parallèle, 
le plasma est prélevé pour la détection des antigènes solubles circulants. 
 Du 10ème au 30ème jour post-infection, trois prélèvements hebdomadaires sont réalisés 

pour QBC, frottis et goutte épaisse. 
 
A la fin du protocole, tous les animaux sont traités avec l’association Pyriméthamine-
Sulfadoxine (Maloxine®, 2 comprimés en prise unique) avant d’être replacés dans leurs 
volières d’origine. 

B.2.3- Résultats 

 Parasitémies  
 

Trois animaux n’ont pas développé de parasitémie suite aux deux infections d’épreuve. 
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Figures 25 et 26 : parasitémies des 4 animaux vaccinés (au premier plan) et des 2 témoins 
(en arrière-plan en italique) en fonction des jours post-inoculation des deux infections 
d’épreuve. 

 
 

� Clinique : aucun symptôme n’a été observé à la suite des vaccinations ni à la suite des 
challenges. 

  
� Résultats de la réponse lymphocytaire 
 
L’analyse par cytométrie en flux n’a pas décelé chez le lot vacciné d’augmentation 
significative du taux de lymphocytes T CD4+ ni CD8+ par rapport au lot contrôle. 
 
� Résultats de la réponse spécifique 
 

o La réponse Antigène-spécifique mesurée par technique ELISA n’a donné que 
des réponses faibles en anticorps chez les individus vaccinés. 

 
o ELISpot : 

 
Des tests ELISpot sont réalisés juste avant la premiere infection d’épreuve, entre 
les deux infections et juste avant la deuxième infection ; ce type de test permet de 
mesurer le nombre de lymphocytes T (SFC : Spot Forming Cell) qui produisent de 
l’IFNγ après mise en contact avec un antigène donné.  
Contrairement à la cytométrie en flux qui quantifie le nombre de lymphocytes, 
cette technique contribue plutôt à l’évaluation de l’activation de ces lymphocytes 
par la formule vaccinale. 
 
L’IFN� peut être produit par trois populations de cellules dans le sang :  

• les lymphocytes T8 (CMH I+),  
• les lymphocytes T4 (CMH II+),  
• les cellules NK (Natural Killer) (CMH I+), très minoritaires.  
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La réponse est mesurée sur l’ensemble des populations (colonne de gauche des 
figures 27 à 36) ou sur les populations CMH II+ (colonne de droite des figures 27 
à 36, en présence d’un anticorps anti-MHC class I restricted responses, clone W6-
32). Les tests ont tous été réalisés en duplicats. 

 
Antigènes choisis : 

 
• Rec 1, 2 et 3 sont des protéines recombinantes qui couvrent 

toute la formule vaccinale :  
o Rec 1 est l’extrémité N-terminale 
o Rec 2 est la partie centrale (zone de répétition) 
o Rec 3 est l’extrémité C-terminale 

• Pep 1 est un peptide synthétique mimant la formule 
vaccinale, qui correspond à la région de Rec 3 ; 

• GST (Glutathion S Transférase) est la protéine de fusion des 
recombinants 1, 2 et 3 utilisés, elle ne devrait pas être très 
immunogène ; 

• HIV pep- est un peptide de la région Nef du VIH, c’est un 
témoin négatif car ces animaux sont séronégatifs pour le VIH-
1 ;  

• Med (medium) correspond au milieu seul, c’est le témoin 
négatif qui correspond au bruit de fond ; 

• PPD (Purified Protein Derivates) est la tuberculine. En cas de 
contact des animaux avec des mycobactéries, la réponse à cette 
protéine est forte et persistante. 
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Figures 27 à 36 : réponses en IFNγ après la vaccination chez les animaux vaccinés (8 
figures du haut) et chez les animaux témoins (2 figures du bas, noms en italique). 
Technique de l’ELISpot. 
 
 
Résultats : 
 
- les 2 animaux contrôles ne présentent pas de réponse pour la formule vaccinale (les 

réponses ne correspondent qu’au bruit de fond) ; 
- les 4 animaux vaccinés possèdent une réponse globale T4/T8 positive pour le peptide 

vaccinal ; 
- Belle, Doris et Mickey présentent une réponse positive pour les protéines 

recombinantes de la formule vaccinale ; 
- les réponses obtenues en présence d’anticorps anti-CMH I sont très inférieures aux 

réponses globales T4/T8 chez les 4 animaux vaccinés. 
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B.2.4- Discussion 

B.2.4.1- inoculation d’épreuve 

• La dose infectante de 20 000 sporozoïtes est qualifiée de faible par comparaison aux 
doses parfois utilisées dans d’autres protocoles.  

 
• Malheureusement, le voyage infligé aux anophèles depuis les Pays-Bas aboutissait à 

une forte mortalité, et limitait ainsi le nombre de sporozoïtes disponibles.  
 
• Cependant, par rapport à la dose naturellement reçue en cas de piqure d’anophèle 

(quelques dizaines voire quelques centaines de sporozoïtes), cette « faible » infection 
d’épreuve reste 100 fois suffisante pour tester l’efficacité d’un vaccin.  

B.2.4.2- suivi des parasitémies 

• Les courbes de parasitémies obtenues chez les 3 chimpanzés infectés indiquent une 
détection du parasite dans le sang vers J5-J6 post infection, suivie d’un pic de 
parasitémie entre J8 et J10. Ces données sont tout à fait comparables à celles décrites 
chez l’homme dans le cadre d’une infection à P. falciparum. 

 
• En revanche, on observe chez ces mêmes animaux une élimination du parasite dans un 

délai de 12 à 15 jours suivant l’infection, ce qui n’est en général pas retrouvé chez 
l’homme. Le chimpanzé, s’il est le seul modèle sensible à l’infection sporozoïtaire à  
P. falciparum, présente la particularité de contrôler sa parasitémie rapidement.  

 
• Les parasitémies des trois animaux sont assez faibles et similaires à celles observées 

chez les humains. 
 
• La reproductibilité des parasitémies au cours des deux infections d’épreuve pour un 

même animal ainsi que la similarité des courbes parasitaires de l’ensemble des 
animaux démontre encore une fois l’intérêt du modèle chimpanzé pour ce type 
d’étude, même lors d’infections d’épreuve à faibles doses ; l’Aotus, également utilisé 
pour les études pré-cliniques de vaccins pré-érythrocytaires présente des parasitémies 
bien moins reproductibles (Perlaza et al., 2003).  

B.2.4.3- effet protecteur de la vaccination 

• Mayoumba, vaccinée non protégée, développe une parasitémie presque deux fois 
inférieure à celle des animaux témoins. Cependant, dans la mesure où ces parasitémies 
sont faibles, où la parasitémie peut être extrêmement variable chez un même humain 
et enfin où le nombre d’animaux est restreint, il est impossible de conclure à une 
protection partielle chez cet individu. 

 
• La protection offerte par ce vaccin est totale pour 3 des 4 animaux vaccinés, alors que 

les 2 chimpanzés témoins développent immanquablement une infection, ce qui fait de 
cette formule un vaccin très prometteur. Certes le nombre d’animaux utilisés pour 
cette étude est trop faible pour une conclusion statistique significative ; cependant, la 
remarquable reproductibilité des résultats liée à l’utilisation du chimpanzé permet d’en 
tirer de fortes présomptions quant à son efficacité vaccinale.  
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• Trois injections à un mois d’intervalle permettent une protection qui dure près d’un an. 

Pour des raisons éthiques (captivité de chimpanzés en bâtiments classés A2 sans accès 
au milieu extérieur), l’étude de la protection à plus longue échéance n’a pu être 
réalisée. Les études cliniques sur les cohortes humaines apporteront des réponses plus 
précises quant à la durée de cette protection.  

 
• ELISpot :  

 
o La réponse obtenue chez les animaux vaccinés est très similaire à celle obtenue 

chez l’homme après le même type d’immunisation, soulignant ainsi l’intérêt du 
chimpanzé comme modèle d’immunogénicité vaccinale, contrairement aux 
primates sud-américains dont les réponses lymphocytaires sont difficiles à 
cerner (Collins et al., 1989a; Perlaza et al., 2003). 

 
o Réponse pour la tuberculine :  

 les 6 animaux utilisés ici n’ont jamais été vaccinés avec le BCG, ce 
n’est donc pas un témoin positif de la réponse ;  

 en revanche, ils peuvent avoir rencontré des mycobactéries, par 
l’intermédiaire de leurs animaliers par exemple (un cas de tuberculose 
chronique a été relevé chez l’un d’eux), ce qui pourrait être le cas de 
Mayoumba qui présente 138 SFC/500 000 PBMC ;  

 la réponse PPD perdure en présence d’anticorps anti-CMH I, ce qui 
semble logique, dans la mesure où la réponse à la tuberculine est de 
type mixte T4/T8 ; 

 par ailleurs il est connu que les tests tuberculiniques peuvent croiser 
avec d’autres antigènes, dont ceux de parasites intestinaux, ce qui 
pourrait expliquer les réponses des 5 autres individus. 

 
o Les 3 animaux protégés par le vaccin présentent des réponses globales fortes 

pour les protéines recombinantes, contrairement à Mayoumba, animal vacciné, 
non protégé. 

 
o Diminution de la réponse en présence de l’anticorps anti-CMH I W6-32 : 

 on peut penser de prime abord que la réponse est principalement 
induite par des cellules CMH II+.  

 Cependant, dans la mesure où l’anticorps utilisé est d’usage humain, il 
est difficile de prédire son impact sur la réponse T4 de chimpanzé qu’il 
pourrait également diminuer (d’autant que les tests sont réalisés sur 
PBMC cryoconservés). Un nouveau protocole est prévu, en présence 
d’interleukines IL-7 et IL-15, qui augmentent les réponses T, pour 
mieux cerner les réponses de faibles amplitudes (Jennes et al., 2002). 

 L’efficacité de la déplétion en CMH I par le W6-32 semble confirmée 
par : 

 l’effondrement de la réponse au Pep1 chez les 4 animaux 
vaccinés ; en effet, les peptides étant toujours mieux processés 
in vivo par les lymphocytes T CD8+ CMH I+ que par les CD4+ 
CMH II+, la réponse des cellules T déplétées en CMH I 
correspond à la faible réponse des T CD4+ CMH II+.  
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 Une relative persistance de la réponse aux Rec, liée au fait que 
les lymphocytes T CD4+ CMH II+ répondent plutôt mieux aux 
protéines recombinantes ou aux lysats que les T CD8+ CMH I+. 

 Pour évaluer vraiment l’efficacité de l’anticorps anti-CMH I, une 
solution consisterait à passer les populations cellulaires en cytométrie 
de flux avant et après l’usage du W6-32 pour évaluer la déplétion des 
sous populations lymphocytaires. 

 
o On peut s’interroger sur la différence de réponse globale (sans anticorps anti-

CMH I) des 3 femelles vaccinées vis-à-vis du Pep1 et de Rec3 qui 
correspondent pourtant à la même région vaccinale : 
 Belle et Mayoumba présentent un écart-type important pour leur 

réponse à Pep1, ce qui, dans le cas de Belle, rend cette réponse 
finalement comparable à celle pour Rec3. 

 Pour Mayoumba et Doris, une explication réside peut-être dans le fait 
que leur réponse globale au vaccin serait surtout CMH I dépendante, 
donc avec une meilleure réponse pour le peptide que pour les protéines 
recombinantes.  

 
o Corrélation protection-immunité pour cette formule vaccinale : 

 La protection n’est pas associée à une augmentation du nombre de 
lymphocytes puisqu’aucune différence n’est observée entre les animaux 
vaccinés protégés et les autres.  

 Pour les mêmes raisons, la protection engendrée par cette formule ne 
passe pas par une réponse humorale, conformément à ce qui est observé 
pour ce type de vaccin (Belnoue et al., 2004). 

 Les profils de réponses après déplétion en CMH I sont les mêmes chez 
Belle (vaccinée protégée) et chez Mayoumba (vaccinée non protégée). 
La protection ne semble donc donc pas ici associée à la réponse CMH 
II. 

 Mayoumba ne présente pas de réponse aux Rec, à l’inverse des 3 
individus vaccinés protégés. La protection serait donc associée à une 
réponse des cellules CMH I+ pour les protéines recombinantes (la 
partie la plus immunogène étant vraisemblablement Rec2, élément 
central de la protéine vaccinale) comme déjà constaté pour un autre 
vaccin pré-érythrocytaire (Sedegah et al., 2003). 

 
o Enfin, si une bonne réponse en IFNγ est souvent associée à la protection contre 

le paludisme, les discussions autour de ces réponses ELISpot démontrent 
encore une fois qu’elle ne suffit pas forcément (Wang et al., 2005). Il existerait 
d’autres marqueurs de protection contre l’infection, qui restent à définir pour 
améliorer les études vaccinales (Pinder et al., 2004). 

B.2.5- Conclusion 

Il s’agit donc ici d’une formule vaccinale prometteuse par son efficacité, dont d’autres 
formulations dérivées du même antigène ont également fait leurs preuves sur des chimpanzés 
(Druilhe, non publié).  
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Cette formulation nécessitera peut-être quelques modifications pour améliorer la réponse 
Th1/Th2 et anticorps-spécifique (Carcaboso et al., 2004).  
 
En outre, si le mécanisme de protection n’est pas encore totalement élucidé, l’immunité du 
paludisme ne l’est pas non plus et l’utilisation du modèle chimpanzé a permis d’ouvrir de 
nombreuses pistes à vérifier en phase I sur des cohortes plus importantes.  
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Conclusion 
 

Un petit unicellulaire du nom de Plasmodium continue de déjouer les stratégies les plus 
sophistiquées élaborées par l’homme. Son fléau est remarquable, d’une part par la complexité 
de la maladie qu’il engendre et d’autre part parce que la lutte doit intégrer les problèmes 
scientifiques aux données financières.  
 
Dans le domaine de la recherche, les scientifiques se heurtent à l’absence de modèle fiable 
pour cette maladie. Parmi tous les modèles existants en recherche sur le paludisme les 
techniques in vitro, les rongeurs et les  primates non-humains sont les plus couramment 
utilisés. Ils ont déjà permis de grandes avancées mais ils ne constituent pas toujours des 
modèles assez prédictibles pour de solides extrapolations à l’homme. 
 
Parmi eux, ce sont bien sûr, comme dans les autres domaines scientifiques, les primates qui 
permettent de s’approcher le plus des données humaines. Cependant, au sein même de ce 
groupe, la prédictibilité est variable. En outre, d’autres facteurs rendent parfois leur utilisation 
délicate.  
 

 Ainsi, les primates du Nouveau Monde, sont actuellement les plus utilisés dans la 
recherche sur le paludisme ; ils sont certes sensibles aux plasmodiums humains, mais 
sont aussi les primates les plus éloignés de l’homme et leur disponibilité n’est pas 
toujours assurée.  

 
 Parmi les primates de l’Ancien Monde, les macaques, singes asiatiques, constituent un 

modèle intéressant. Ils sont sensibles à un grand nombre de plasmodiums, leur coût est 
abordable et ils sont facilement disponibles. Cependant, leur biologie, et notamment 
leur immunité, est encore assez éloignée de l’homme.  

 
 Parmi les primates africains, les grands singes sont bien sûr les plus proches parents de 

l’humain et représentent ainsi les meilleurs modèles en raison de leur prédictibilité. 
Mais leur coût d’utilisation et leur statut d’espèce menacée les rend souvent difficiles à 
utiliser à grande échelle. Leur utilisation en laboratoire doit donc se limiter à des 
études bien précises (vaccination pré-érythrocytaire par exemple). 

 
 Les autres primates africains comme le mandrill, les mangabeys, les singes verts ou les 

babouins, encore très peu utilisés, pourraient alors constituer un bon intermédiaire : 
leur divergence avec l’humain est assez récente pour avoir conservé une biologie 
proche, leur disponibilité est assez grande et leur coût d’utilisation n’est pas beaucoup 
plus élevé que celui des macaques.  

 
Enfin, comme les primates africains sont très peu utilisés dans le cadre du paludisme, il reste 
de nombreuses études à mener. En premier lieu, la sensibilité des humains et des  primates 
non-humains aux différents plasmodiums des primates doit être mieux connue. Ces études de 
sensibilités croisées devraient aussi bien être menées en laboratoire grâce à des infections 
provoquées, qu’auprès des populations sauvages avec leurs infections naturelles. En effet, 
mieux connaître les plasmodiums naturels des primates africains doit permettre, en retraçant 
la co-évolution des plasmodiums et de leurs hôtes de mieux cerner le paludisme humain. 
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Quant à la connaissance des sensibilités de chaque primate, elle pourrait conduire d’une part à 
la découverte de nouveaux modèles d’infections (pathogènes ou non) et d’autre part à la 
meilleure définition du rôle de chacun de ces hôtes dans la composante zoonotique du 
paludisme.  
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ANNEXE 1 
TERMINOLOGIE DU PALUDISME 

 
AMA : antigène utilisé pour les vaccins contre les stades sanguins. 
Anophèle (Anopheles) : type de moustique dont la femelle est le vecteur du paludisme. 
Anthropozoonose : zoonose exclusivement transmise de l’animal à l’homme.  
Chimioprophylaxie : prévention d’une maladie par une substance chimique. 
Cryptozoïte : premier stade hépatique, lorsque le sporozoïte a pénétré dans un hépatocyte. 
CSP : protéine utilisée pour les vaccins contre les stades pré-érythrocytaires. 
Dixène : existence de 2 hôtes pour un même parasite. 
Erythrocytaire (stade) : stade sanguin qui s’oppose aux stades dans le foie dits exo-
érythrocytaires ou pré-érythrocytaires. 
Gamète : cellule sexuelle mâle (microgamète) ou femelle (macrogamète) qui fusionne chez 
le moustique pour donner un ookinète. 
Gamétocyte : stade sanguin, ingéré par le moustique, qui aboutira à la production des 
gamètes (microgamétocyte mâle et macrogamétocyte femelle) 
Hématozoaire : parasite unicellulaire vivant dans le sang. 
Hôte définitif : hôte au sein duquel se déroule la reproduction sexuée du parasite (anophèle). 
Hôte intermédiaire : hôte au sein duquel ne se déroule pas la reproduction sexuée du parasite 
(par exemple l’homme pour P. falciparum). 
Hypnozoïte : stade hépatique latent responsable de rechutes. 
LSA : antigène utilisé pour les vaccins contre les stades exo-érythrocytaires. 
Macrogamète : voir gamète. 
Macrogamétocyte : voir gamétocyte. 
Mérozoïte : stade chez l’hôte intermédiaire, érythrocytaire, libre, issu de la schizogonie. 
Microgamète : voir gamète. 
Microgamétocyte : voir gamétocyte. 
MSP : protéine utilisée pour les vaccins contre les stades érythrocytaires. 
Neuropaludisme : forme mortelle de la malaria due à P. falciparum. 
Oocyste : stade parasitaire situé dans la paroi de l’estomac du moustique, dérivé du zygote, et 
donnant naissance aux sporozoïtes. 
Ookinète : oeuf mobile résultant de la fécondation.  
Paludisme bénin : forme classique du paludisme avec fièvre et divers symptômes sans 
pronostic vital. 
Paludisme grave ou pernicieux : neuropaludisme et/ou anémie sévère selon le malade. 
Paludisme viscéral : type chronique avec fièvre, splénomégalie, amaigrissement et anémie. 
Palustre : en rapport avec le paludisme. 
Périodicité ou fièvre quarte : alternance de fièvres liées au cycle sanguin du parasite en 72 
heures. 
Périodicité ou fièvre tierce : alternance de fièvres liées au cycle sanguin du parasite en 48 
heures. 
Plasmodie = plasmodium. 
Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae chez l’homme) : parasite 
véhiculant le paludisme.  
Prémunition (état de) : fragile protection, longuement acquise, contre les symptômes du 
paludisme.  
Rechute : poussée de parasitémie à partir d'hypnozoïtes hépatiques dans le cas de P. vivax et 
de P. ovale. 
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Recrudescence : augmentation de la parasitémie jusqu'à un niveau décelable cliniquement 
chez un sujet après traitement incomplet ou inefficace, ou chez un sujet semi-immun. 
Ré-Infection : nouvelle piqûre d'anophèle infectée.  
SALSA : antigène utilisé pour les vaccins contre les stades exo-érythrocytaires. 
Schizogonie : chez l’hôte intermédiaire, phase de multiplication asexuée du parasite qui 
consiste en une division des noyaux (dans le foie et dans le sang). 
Schizonte : stade hépatique ou sanguin abritant la schizogonie. 
Splénectomie : exérèse de la rate qui permet d’augmenter la susceptibilité de l’hôte au 
parasite. 
Splénomégalie : augmentation du volume de la rate. 
Sporogonie : multiplication asexuée des sporozoïtes dans l’oocyste chez l’anophèle. 
Sporozoïte : stade issu des oocystes qui, dans les glandes salivaires du moustique, sera injecté 
à l’hôte intermédiaire. 
STARP : protéine utilisée pour les vaccins contre les stades epré-érythrocytaires. 
Trophozoïte : stade sanguin intra-érythrocytaire issu de la pénétration d’un mérozoïte dans 
un globule rouge de l’hôte intermédiaire. 
Zoonose : maladie des animaux (en dehors de l'homme) qui peut être transmise à l'homme ou 
qui peut être transmise de l'homme aux animaux. 
Zygote : cellule formée chez l’anophèle par la fusion des cellules sexuelles mâle et femelle 
avant que les cellules fusionnées ne commencent à se diviser.  
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ANNEXE 2 
LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES 

 
ABRA : Acidic-Basic Repeat Antigen 
Ac : Anticorps 
ADCC : Antibody-Dependant Cellular Cytotoxicity 
ADCI : Antibody-Dependent Cellular Inhibition 
Ag : Antigène 
AMA : Apical Membrane Antigen 
AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 
BEH : Bulletin Epidemiologique Hebdomadaire 
BPRC : Biomedical Primate Research Center 
CCPA : Conseil Canadien de Protection des Animaux 
CIRMF : Centre International de Recherches Médicales de Franceville 
CITES : Convention on International Trade in Endangered Species 
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité (voir HLA) 
CNREPIA : Centre National de Référence de l'Épidémiologie du Paludisme d'Importation et 
Autochtone 
CNRS : Centre National de Recherches Scientifiques 
CSP : CircumSporozoite Protein 
CTL : Cytotoxic T Lymphocyte 
DBP : Duffy-Binding Protein 
EBA : Erythrocyte-Binding Antigen 
ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
EMP : Erythrocyte Membrane Protein 
G6PDH : Glucose-6-Phosphate DesHydrogénase 
GLURP : Glutamate-Rich Protein 
GPI : GlycosilPhosphatidylInositol 
HIV : Human Immunodeficience Virus 
HLA : Human Leucocyte Antigen  
HRP2 : Histidine-Rich Protein-2 
IFI : ImmunoFluorescence Indirecte 
IFN : InterFéroN 
Ig : Immunoglobuline 
IUCN : International Union for Conservation of Nature and Natural Resources 
LDH : Lactate DesHydrogénase 
LPAG : Laboratory Primate Advocacy Group 
LSA : Liver Stage Antigen 
MSP : Merozoite Surface Protein 
NK : Natural Killer 
ODN : OligoDéoxyNucleotides  
OMS : Organisation Mondiale de la Santé 
PBS : Phosphate Buffer Saline 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PNH : Primate Non-Humain 
QBC : Quantitative Buffy Coat 
RAM: Recombinant Antibody anti -MSP-3 
RAP : Rhoptry-Associated Protein 
RESA : Ring Erythrocyte Surface Antigen 
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SALSA : Sporozoïte And Liver-Stage Antigen 
SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency 
SERP : Serine-Rich Protein  
SIDA : Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise 
SIV : Simian Immunodeficience Virus 
SNP : Single Nucleotide Polymorphism 
STARP : Sporozoïtes Threonine and Asparagines-Rich Protein 
STLV : Simian T-cell Leukemia Virus 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
TRAP : Thrombospondin-Relatited Adhesive Protein 
USDA : United States Department of Agriculture 
VIH : Virus d’Immunodéficience Humaine 
WHO : World Health Organisation 
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ANNEXE 3 
EPIDEMIOLOGIE MONDIALE  

DU PALUDISME 
 

Répartition mondiale des régions en fonction de leur risque paludique 
Adapté d’après l’Annexe du Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire  

(Institut de veille sanitaire, 2003) 
 
Classement des régions mondiales en quatre groupes:  

 Groupe 0 : zones sans paludisme 
 Groupe 1 : zones sans chloroquinolorésistance 
 Groupe 2 : zones de chloroquinolorésistance 
 Groupe 3 : zones de prévalence élevée de chloroquinolorésistance ou multirésistance 

 
REGION GROUPE 0 GROUPE 1 GROUPE 2 GROUPE 3 

 
AFRIQUE 

Ïle de la Réunion 
Île Sainte Hélène 
Lesotho 
Libye 
Seychelles 
Tunisie 
 
Algérie01 
Cap-Vert0 
Egypte0 
île Maurice01  
Maroc01  
 
 

 Burkina-Faso 
Côte d'Ivoire 
Gambie 
Guinée 
Guinée-Bissau 
Libéria 
Madagascar 
Mali 
Mauritanie 
Namibie 
Niger 
Sénégal 
Sierra Leone 
Tchad 

Afr. du Sud (nord, 
sud4) 
Angola 
Bénin 
Botswana 
Burundi 
Cameroun 
Comores 
Congo 
Djibouti 
Ethiopie 
Gabon 
Ghana 
Guinée équatoriale 
Kenya 
Malawi 
Mozambique 
Nigeria 
Ouganda 
R. Démocratique du 
Congo 
République 
centrafricaine 
Rwanda 
São Tome & Principe
Somalie 
Soudan 
Swaziland 
Tanzanie 
Togo 
Zaïre 
Zambie 
Zimbabwe 
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AMERIQUE 

toutes les villes et  
Antigua  
Antilles 
néerlandaises 
Bahamas  
Barbade  
Barbuda  
Bermudes 
Canada  
Chili 
Cuba 
Dominique  
Etats Unis  
Grenade 
Guadeloupe 
Iles Caïmans 
Iles Malouines 
Iles Vierges 
Jamaïque 
Martinique 
Porto Rico 
Sainte Lucie 
Trinidad et Tobago 
Uruguay 

Argentine (nord1, 
sud4) 
Belise1 
Bolivie5 (sud1) 
Costa Rica1 
El Salvador1 
Équateur5 (ouest) 
Guatemala1 
Haïti 
Honduras1 
Mexique1 
Nicaragua1 
Panama1,5 (ouest3) 
Paraguay (est1, 
ouest4) 
Pérou5 (ouest1) 
République 
Dominicaine 
Venezuela5 (hors 
amazonie) 
 

Colombie5 (hors 
amazonie) 

Bolivie (amazonie, 
ailleurs4) 
Brésil (amazonie, 
ailleurs4) 
Colombie5 
(amazonie) 
Équateur5 (est) 
Guyana 
Guyane Française 
(fleuves, z. cotière4) 
Panama5 (est) 
Pérou5 (amazonie, 
ailleurs1) 
Surinam 
Venezuela5 
(amazonie) 
 

ASIE 

Toutes les villes et 
Brunei  
Georgie 
Guam 
Hong Kong 
Iles Christmas  
Iles de Cook 
Indonésie5 (Bali)  
Japon 
Kazakhstan 
 Kirghizistan 
Macao 
Maldives 
Mongolie 
Singapour 
Taiwan  
 
Arménie01 
Azerbaïdjan01 
Corée du Nord01 
Corée du Sud01 
Ouzbékistan01 
Turkménistan01 

Chine5 (nord-est1) 
Thaïlande5 (sud1, 
centre4) 
 

Bangladesh5 (hors 
sud-est) 
Bouthan 
Inde 
Indonésie5 (bali4,hors 
Irian Jaya) 
Malaisie5 (hors Sabah 
& Sarawak) 
Népal 
Pakistan 
Philippines 
Sri Lanka1 
Thaïlande5 (sud-ouet, 
centre4) 

Bangladesh5 (sud-est)
Cambodge6 
Chine5 (Yunnan & 
Hainan) 
Indonésie5 (Irian 
Jaya) 
Laos6 
Malaisie5 (Sabah & 
Sarawak) 
Myanmar6 
Thaïlande5 
(z. frontalières6; 
centre4) 
Timor Oriental 
Vietnam (côtes & 
deltas4) 
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EUROPE 

Tous les pays, dont: 
Açores 
Belarus 
Canaries 
Chypre 
Etats Baltes 
Fédération de Russie 
Turquie d'Europe 
Ukraine 

   

OCEANIE 

Toutes les villes et 
Australie 
Fidji 
Iles de Pâques  
Iles Hawaï 
Iles Mariannes 
Iles Marshall 
Micronésie 
Nouvelle Calédonie 
Nouvelle Zélande 
Polynésie française 
Samoa 
Tonga 
Tuvalu 

 Iles Salomon 
Vanuatu 
 

Papouasie-
Nouvelle Guinée 

PROCHE 
ET MOYEN 

ORIENT 

Toutes les villes et 
Bahreïn 
Israël 
Jordanie 
Koweït 
Liban 
Qatar 
 
Emirats Arabes 
Unis0  
Oman0 
Syrie01  
Turquie01 

Irak1 

Iran5 (nord et 
centre) 
 

Afghanistan 
Arabie Saoudite 
(ouest; est & nord4) 
Iran (sud-est) 
Yemen 

 

 
0 : pays ne nécessitant pas de traitement du fait de la faiblesse de la transmission quelle que 
soit la durée du séjour. 
1 : essentiellement transmission de Plasmodium vivax. 
2 : compte tenu de la faiblesse de la transmission du paludisme, il est admissible de ne pas 
prendre de traitement préventif quelle que soit la durée du séjour. 
3 : dans ces régions il est licite de ne pas prendre de traitement préventif pour un séjour 
inférieur à 7 jours, à condition d'être en mesure dans les mois qui suivent le retour de 
consulter en urgence un médecin en cas de fièvre. 
4 : pas de traitement préventif nécessaire. 
5 : plusieurs zones de chloroquinoresistance dans ce pays. 
6 : dans les zones frontalières de/avec la Thaïlande il est possible d'utiliser préventivement de 
la doxycycline au lieu de la méfloquine. 
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ANNEXE 4 
STADES SANGUINS DE P. FALCIPARUM 

(Coatney et al., 1971) 
 

 
1    2       3        4          5  

 
        6              7      8        9                    10 

 
          11                     12     13       14                     15 

    
           16                        17      18        19                      20 

        

 

 
            21                        22         23             24             25 

 
             26                         27            28    29               30 

 
Figure 1 : globule rouge normal 
Figures 2-11 : jeunes trophozoïtes 
Figures 12-15 : trophozoïtes en croissance 
Figures 16-18 : trophozoïtes matures 
Figures 19-22 : schizontes en formation 
Figures 23-26 : schizontes matures 
Figures 27 et 28 : macrogamétocytes matures 
Figures 29 et 30 : microgamétocytes matures 
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ANNEXE 5 
EXEMPLES DE FROTTIS SANGUINS HUMAINS 

 
 

 
 

Frottis négatif : les globules rouges sont vides. 
 
 
 
 

 
 
Trophozoïtes de P. falciparum : (exemples fléchés) c'est une infection classique à                 
P. falciparum avec une densité parasitaire très élevée. Les hématies ne sont pas 
hypertrophiées (à la différence de certains autres plasmodiums humains), on peut voir des 
doubles grains de chromatine, de petites formes en anneau, des formes marginales et plusieurs 
parasites dans une même hématie (les hématies crénelées sont un artefact). 



 

 188

 
Macrogamétocyte de P. falciparum (flèche) Cette forme en croissant caractéristique de 
gamétocytes s’observe seulement chez P. falciparum. On peut noter l'aspect compact de la 
chromatine nucléaire.  
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ANNEXE 6 

LISTE DES MOLECULES ANTIPALUDIQUES  
ET DE QUELQUES NOMS DEPOSES 

 
Depuis janvier 1999, en France, tous les médicaments du paludisme sont inscrits aux listes I 
ou II. Le dictionnaire Vidal 2003 dresse la liste suivante d’antipaludiques : 

• Amodiaquine : Flavoquine ® (cp) 
• Chloroquine : Nivaquine ® (cp pelliculé - cp sécable – sirop - sol inj) 
• Halofantrine : Halfan® (cp sec - sol buv) 
• Méfloquine : Lariam® (cp quadrisec) 
• Proguanil : Paludrine® (cp sec) 
• Proguanil-Atovaquone : Malarone® (cp enrobé) 
• Proguanil-Chloroquine : Savarine® (cp pelliculé) 
• Quinine : Quinimax® (cp pelliculé sec - sol inj), Quinine chlorhydrate Lafran® 

(cp), Surquina® (cp pelliculé sec - sol pour perf), Quinoforme® (sol inj) 
• Pyriméthamine-Sulfadoxine : Fansidar® (cp quadrisec – sol inj) 
• Doxycycline : Doxypalu® (cp) 

 
On peut également trouver d’autres molécules dans d’autres parties du monde :  

• Dapsone : Disulone® 
• Sulfadiazine : Adiazine® 
• Proquanil : Paludrine®  
• Pyriméthamine : Malocide® 
• Pyriméthamine-Sulfadoxine-Méfloquine : Fansimef® 
• Artémisinine et ses dérivés : Paluther® 
• Pyronaridine : Malaridine®(extrême-orient uniquement) 
• Primaquine : ex Primaquin® en Allemagne (pays anglo-saxons uniquement) 
• Chlorproguanil-Dapsone : Lapdap® 
• Chlorproguanil-Dapsone-Artésunate : Lapdap Plus® 
• Dihydroartémisinine-Pipéraquine : Artékin ® 
• Artésunate-Amodiaquine : Arsucam ® 
• Artésunate-Sulfadoxine-Pyréthamine : Arsudar ® 

 
Abréviations : 

o cp : comprimé 
o sec : sécable 
o quadrisec : quadrisécable 
o sol : solution 
o buv : buvable 
o inj : injectable 
o perf : perfusion 
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ANNEXE 7 
DOCUMENT DE SAISINE COMITE D’ETHIQUE  

SUR L’EXPERIMENTATION ANIMALE  
ILE DE FRANCE SUD 

Exemple : demande d’accord du comité pour le protocole d’étude clinique de l’infection de 
chimpanzés à P. benjamini. 
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ANNEXE 8 
AMORCES DES 11 GENES UTILISES POUR 
CONSTRUIRE L’ARBRE DE P. BENJAMINI 

 
EBP gene 
EBP-1 :   5'   TTC CTT CTT TGT GTT ATA TTT TGC A   3' 
EBP-2 :  5'   GAA ATT AAT TTT TTT TAT TGT TAC T    3' 
 
GLURP gene 
Glurp-1:  5'  AAA ACT AAT ACA AGT GAG AAT AGA A   3' 
Glurp-2:  5'  TGT AGG TAC CAC GGG TTC TTG TGG A   3' 
 
Prs48/45 gene 
A-1:  5'  ATG ATG TTA TAT ATT TCT GCG AAA  A    3' 
A-2:  5'  CTA AAT ATA TAA TAA TAT TGC TAC A      3' 
 
Cysteine proteinase gene 
Cys-1:  5'  AAA TTT ATG AAA GAA CAT AAT AAA G     3' 
Cys-2:  5'  GAA AAC GTT GTC TCC ATT TTT ATT T      3' 
 
Cytochrome b gene 
Cytob-1:  5'  TGG AAT TAC GGG TTC CTT TTA GGA A     3' 
Cytob-2:    5'   GTA ATC ATA ATG TGT TGC TTT ATA A     3' 
 
MSA-2 gene 
Msa-21:  5'   ATG AAG GTA ATT AAA ACA TTG TCT A     3' 
Msa-22:   5'   TTA TAT GAA TAT GGC AAA AGC TAA A     3' 
 
Antigen 27 gamete gene 
A27-1:  5'  ATG AGT AAG GTA CAA AAG GAT AGT G     3' 
A27-2:  5'  AAT ATT GTT GTG ATG TGG TTC ATC A       3' 
 
Sporozoite antigen gene 
Sporo-1:  5' ATG AAT ATT CGA AAG TTC ATA CCA  T       3' 
Sporo-2:  5' TTA AGA ATC ATC TCC TTC GTC TCC T        3' 
 
CSP gene 
Csp-1:  5' ATG ATG AGA AAA TTA GCT ATT TTA T       3' 
Csp-2:   5' CTA ATT AAG GAA CAA GAA GGA TAA T      3' 
 
25 kDa ookinte antigen gene 
ooki-1:  5' ATG AAT AAA CTT TAC AGT TTG TTT C     3' 
ooki-2:  5' TTA CAT TAT AAA AAA GCA TAC TGA A    3' 
 
MSP-3 gene 
Msp-31:  5' TTA TTT TTG TTA CAT TTA TAT ATT T      3' 
Msp-32:  5' TTC TAC TAA ATC TTT TAA GGT AGA A    3' 
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ANNEXE 9 
PUBLICATIONS ET PARTICIPATIONS A DES 

CONGRES 
 

 
 
DZIEGIEL M. H.L, LUNDQUIST R., MEJIA P., JAFARSHAD A., SOE-SOE, NIELSEN 
L.K., SALLE B., BOURRY O., ROUQUET P., DRUILHE P., 2005. Development of a 
recombinant antibody therapy against falciparum malaria. Soumis à Blood. 
 
SALLE B., 2005 Intérêt du primate africain dans la recherche sur le paludisme. 18éme 
Colloque de la Société Francophone De Primatologie, Besançon, France, 19-21 octobre 2005. 
Résumé à paraître dans Folia Primatologica. 
 
OLLOMO B. & SALLE B., 2004. A new model for primate malaria. COST B22 Congress on 
“Drugs development for parasitic diseases”, Anvers, Belgique, 22-26 novembre 2004. 
 
SALLE B., 2004. Les singes et la malaria. Interview radiophonique dans l’émission les 
Années Lumière de Pauline Vanasse sur Radio Canada du 27 Juin 2004. http://www.radio-
canada.ca/radio/lumiere/. 
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se heurtent toujours à l’absence d’un modèle fiable. Après un rappel sur le paludisme et sur 
les recherches liées à cette maladie, l’auteur compare les modèles déjà utilisés en orientant 
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