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ACT : combinaison thérapeutique à base d’artémisinine  

ADN : Acide Désoxyribonucléique  

Ala (A): alanine  

AMA 1: Apical Membrane Antigen 1 

An : Anopheles  

ARN : Acide Ribonucléique 

ARNr : Acide Ribonucléique ribosomal  

Asn (N) : asparagine  

BET : Bromure d’éthidium 

C : cystéine 

Ca2+ : Calcium  

CD147 : Récepteur Basigine 

CPS : Chimio-Prévention du paludisme Saisonnier 

CQ : Chloroquine  

CR : récepteur du complément  

CSP : Protéine Circumsporozoite 

DBL : Duffy Binding Like 

DGGE : Electrophorèse sur Gel en Gradient Dénaturant 

EBA : Erythrocyte Binding Antigen 

EBL : Erythrocyte Binding Like 

EDTA : Ethylenedinitro Tetraacetic Acid  

EIR : Taux d’inoculation entomologique  

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

EXP-1 : Expoted antigen-1  

Fe: fer  

fg: femtogramme  

Fst: Indice de fixation de Wright  

G: guanine  

Glu (E): acide glutamique  

GLURP: protéine riche en glutamate  

Gly (G) : glycine  

GPI : Glycosylphosphatidylinositol 

G6PD : Glucose 6-Phosphate Déshydrogénase  

HLA : antigènes des leucocytes humains  



HRM : fusion à haute résolution  

HRP2 : protéine 2 riche en histidine  

IFI : Immunofluorescence indirecte  

Ile (I) : isoleucine  

IL-8 : Interleukine 8  

IFN-α : Interferon alpha 

IFN-γ : Interferon gamma  

Kb : kilo paire de base  

kDa : kilo Daltons  

Km : kilomètre  

Leu (L) : leucine  

LSA-1 : Liver Stage Antigen-1 

LS32 : Light Scanner 32 

Lys (K) : lysine 

MAF : fréquence d’allèle minoritaire  

Mb : Méga base  

min : minute  

ml : millilitre  

MOI : multiplicité des infections  

MSP : protéine de surface de mérozoïte  

N : Asparagine 

n : nombre  

NK : Natural killer  

OMS : Organisation Mondiale de la Santé  

P : Plasmodium  

PABA : Acide Para Amino Benzoïque 

pb : paire de base  

PCR : réaction en chaine de polymérase  

PCR-RFLP : Réaction de Polymérisation en Chaine suivi du polymorphisme de longueur des 

fragments de restriction 

PEV : Programme Elargi de Vaccination  

Pf : Plasmodium falciparum  

PfCyRPA : Plasmodium falciparum cysteine rich protective antigen 

Pfdhfr : Plasmodium falciparum dihydrofolate réductase  



Pfdhps : Plasmodium falciparum dihydroptéroate synthétase 

PfEMP 1: Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 

PfRH : Plasmodium falciparum Reticulocyte binding protein Homologue 

PfRh2b : Plasmodium falciparum Reticulocyte Binding Protein Homolog 2b 

PfRipr : Plasmodium falciparum interacting protein 

pH : potentiel Hydrogène 

Phe : phényle  

pLDH : lactate déshydrogénase de Plasmodium  

Pm : Plasmodium malariae  

PNLP: Programme National de Lutte contre le Paludisme 

Po: Plasmodium ovale  

PRG : proguanil  

Pv : Plasmodium vivax  

PV : vacuole parasitophore 

PVM : membrane de la vacuole parasitophore  

QBC : Quantitative Buffy Coat  

R : arginine 

RAP1 : Rhoptry Associated Protein 1  

RBC : Globules rouges   

RESA: Ring infected Erythrocyte Surface Antigen 

RH : Réticulocyte Homologue 

RON : Rhoptry neck protein 

RTS,S : P. falciparum CSP 

S : seconde  

SALSA: Sporozoite Threonine and Asparagine rich Protein 

Ser (S) : sérine  

SERA5 : Serine Repeat Antigen 5 

SLAP : Service de Lutte Antiparasitaire   

SNP: Single Nucleotide Polymorphism 

SP: sulfadoxine-pyriméthamine  

STARP: Sporozoite Threonine and Asparagine Rich Protein 

TBE: Tris Borate EDTA  

TDR: Tests de Diagnostic Rapide  

Thr (T): Thréonine  



Tm : Température de fusion  

TPI: Traitement Préventif Intermittent  

TPIn : Traitement Préventif Intermittent chez les nourrissons  
TPIp : Traitement Préventif Intermittent pendant la grossesse  
TRAP : Trombospin-Related, Adhesive Protein 

UV: Ultra-Violet 

Val : valine  

Y: tyrosine  

% : Pourcentage  

°C : Degrés Celsius  

μl : microlitre  

μM : micro molaire 
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Le paludisme est l’une des maladies les plus répandues dans le monde. Selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 228 millions de cas et 405 000 décès sont estimés 

dans le monde en 2018. La région Afrique de l’OMS enregistre à elle seule 93% des cas et 94% 

des décès (WHO, 2019). Les couches payant un lourd tribut à la maladie sont les enfants âgés 

de 0 à 5 ans et les femmes enceintes. 

Cependant, sous l’effet de l’amélioration conjointe de la lutte antivectorielle, en 

particulier de la distribution massive de moustiquaires imprégnées d’insecticides à longue durée 

d’action, l’utilisation des Tests de Diagnostic Rapide (TDR), des traitements efficaces par les 

combinaisons à base de dérivés d’artémisinine (ACT) et des Traitements Présomptifs 

Intermittents (TPI), le paludisme a régressé dans le monde. D’après les estimations, entre 2010 

et 2018, la baisse du nombre de cas de paludisme est estimée à 23 millions et celle des décès à 

180 000. De même, dans la région Afrique de l’OMS, le nombre de cas aurait diminué de              

5 millions et celui des décès de 153 000 (WHO, 2019).   

Au Sénégal, le paludisme est endémique et représente actuellement 3% des motifs de 

consultation. En 2017, 395 706 cas de paludisme ont été confirmés et 284 personnes sont 

décédées de cette maladie. Cependant, la morbidité proportionnelle palustre est passée de 

5,40 % en 2013 à 3,26% en 2017 soit une réduction de 40%. De même, la mortalité 

proportionnelle palustre est passée de 7,50% en 2013 à 1,73% en 2017 soit une réduction de 

77% dans la population générale (PNLP, 2018).  

En effet, des plans stratégiques de lutte contre le paludisme ont inscrit dans leurs activités 

prioritaires la surveillance de l’efficacité des antipaludiques et la prise en charge correcte des 

cas reposant sur l’administration de molécules antipaludiques efficaces et accessibles. Comme 

dans la majorité des pays d’endémie palustre, la chloroquine (CQ) était pendant des décennies 

le traitement de choix contre les accès palustres simples au Sénégal. Malheureusement, des cas 

de résistance in vivo, par rapport à la molécule, apparurent, d’abord, en Asie avant de s’étendre 

en Afrique et plus tard en Amérique. La hausse des taux de résistance à la CQ a conduit le 

Sénégal a changé la CQ par la sulfadoxine-pyriméthamine/amodiaquine en 2003 dans le cadre 

de la chimio-prévention du paludisme saisonnier (SMC) (Ndiaye et al., 2009). En effet, la 

Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) est une combinaison de deux principes antifoliques agissant 

au niveau de deux étapes successives de la voie folique du parasite. La sulfadoxine inhibe le 

gène de la dihydroptéroate synthétase (Pfdhps) alors que la pyriméthamine inhibe le gène de la 

dihydrofolate réductase (Pfdhfr) dans la voie folique du parasite. Cette combinaison agit en 

synergie contre le Plasmodium falciparum (P. falciparum) (Sibley et al., 2001 ; Hyde et al., 

2005).  
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Cependant, le développement rapide de résistance du P. falciparum à la sulfadoxine-

pyriméthamine (SP), suite à son usage à large échelle représentait une menace sérieuse face aux 

efforts de contrôle du paludisme. Des études ont révélé des mutations génétiques chez les 

parasites leur conférant une résistance à la SP (Ndiaye et al., 2005 ; Wurtz et al., 2012). 

Toutefois, la SP reste encore utilisée en Afrique en prévention du paludisme chez les femmes 

enceintes dans le cadre du TPI comme le recommande l’OMS (WHO, 2009).  

D’où, une surveillance continue et constante des marqueurs moléculaires de résistance associés 

à la SP est essentielle. 

Malgré les progrès considérables accomplis, l’émergence et la diffusion de la résistance 

aux antipaludiques posent un sérieux problème de santé publique. Par conséquent, la mise en 

place d’autres stratégies de lutte contre le paludisme comme le renforcement des moustiquaires 

imprégnées à longue durée d’action (MILDA) et la recherche de vaccins est nécessaire.  

Ainsi, plusieurs candidats vaccins préventifs contre les infections à P. falciparum et P. 

vivax sont actuellement en développement. Cependant l’un des obstacles à la mise au point de 

ces vaccins est le polymorphisme allélique des antigènes utilisés. Parmi ces protéines, nous 

avons PfRH2b qui semble jouer un rôle dans le processus de pénétration du mérozoïte dans les 

érythrocytes. Toutefois, des études antérieures sur cette protéine ont identifié un grand 

polymorphisme structurel (une délétion de 0,58 kb) dans la région C-terminale du gène PfRh2b, 

présente à une fréquence élevée chez des isolats de terrain de différentes régions d’Afrique 

(Jennings et al., 2007 ; Lantos et al., 2009 ; Ahouidi et al., 2010). La prévalence de cette délétion 

a été caractérisée en 2006 pour la première fois au Sénégal. Depuis lors, aucune autre étude, à 

notre connaissance, n’a essayé de voir si la prévalence de cette délétion a augmenté ou diminué. 

La compréhension de l’évolution de la prévalence de cette délétion est d’une importance 

majeure dans l’étude de cette protéine comme potentiel candidat vaccin, car des changements 

temporels au niveau des fréquences alléliques de PfRh2b pourraient affecter l’efficacité du 

vaccin. 

 L’objectif général de cette thèse est d’étudier, non seulement le polymorphisme des gènes 

Pfdhfr, Pfdhps associé à la résistance de P. falciparum à la SP, mais aussi l’évolution de la 

délétion du gène PfRh2b impliqué dans le processus de pénétration du mérozoïte dans 

l’érythrocyte en utilisant des échantillons provenant de différents pays avec des niveaux 

d’endémicités différentes. 
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 Quant aux objectifs spécifiques, ils consistent à : 

1.  Comparer les résultats du génotypage du gène Pfdhfr par la PCR-RFLP et par la 

HRM, afin d’utiliser la technique la plus sensible pour déterminer la prévalence des 

mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps au Sénégal et en Tanzanie ; 

2.  Evaluer la possibilité de l’extraction de l’ADN à partir des TDR et déterminer les 

mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps au Sénégal et aux Comores ; 

3. Caractériser l’évolution de la prévalence de la délétion en PfRh2b au Sénégal et en 

Gambie, en fonction du temps. 

 Notre mémoire de thèse de doctorat comporte deux grandes parties : la première est une 

synthèse bibliographique sur le paludisme ; la seconde présente nos travaux de thèse qui 

s’articulent sur trois études que nous avons menées, en rapport avec nos objectifs spécifiques. 
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I. Epidémiologie du paludisme 

Le paludisme est une maladie parasitaire due à la présence et à la multiplication dans le 

sang du sujet infesté d’hématozoaires du genre Plasmodium, transmis à l’homme par la piqûre 

d’un moustique femelle infecté du genre Anopheles. 

L’épidémiologie du paludisme se caractérise par une grande diversité du parasite, du 

vecteur et des populations à risque. Ceci se traduit par une répartition inégale de la maladie dans 

les pays et un niveau de vulnérabilité des populations variables selon les caractéristiques 

sociodémographiques, les conditions climatiques et les facteurs écologiques. Le parasite du 

paludisme est retrouvé dans tous les pays endémiques et sa prévalence est variable en termes 

d’intensité suivant les zones géographiques.  

 

I.1. Agent pathogène 

I.1.1. Classification et répartition des espèces plasmodiales 

L’agent pathogène du paludisme chez l’homme appartient à l’embranchement des 

Apicomplexa, à la classe des Sporozoea, à la sous-classe des Coccidia, à l’ordre des 

Haemosporida, à la famille des Plasmodiidae, au genre Plasmodium. Il existe quatre espèces 

plasmodiales couramment reconnues pathogènes chez l’homme. Il s’agit de Plasmodium 

falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax et Plasmodium ovale. En plus de ces 

espèces, on ajoute désormais le Plasmodium knowlesi, espèce zoonotique du singe responsable 

d’infections humaines à fièvre quartre en Asie du Sud-est (Cox-Singh et al., 2008 ; White, 

2008).  

Ces espèces se différencient par la zone géographique où elles sévissent, des critères 

biologiques, cliniques et par leur capacité à développer des résistances aux antipaludiques.  

 

I.1.1.1 Plasmodium falciparum 

Cette espèce a été identifiée en 1897 par William H. Welch. P. falciparum, le parasite le 

plus répandu en Afrique subsaharienne, est à l’origine de la grande majorité des cas graves 

(90 %) et des décès imputables au paludisme. Il est aussi présent en Amérique latine, en Asie 

du Sud-Est et en Asie centrale (figure 1). Sa transmission s’interrompt lorsque la température 

tombe en dessous de 18°C. Son évolution se fait d’un seul tenant après une incubation de 7 à 

12 jours. 
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Figure 1 : Principaux foyers de paludisme à P. falciparum (ANOFEL, 2014) 

 

I.1.1.2. Plasmodium vivax 

Elle a été décrite par Giovanni Batista Grassi et Raimondo Filetti en 1890. Cette espèce 

est surtout présente en Asie, dans certains pays d’Amérique du Sud et centrale, en Afrique du 

Nord et de l’Est et en Europe (figure 2). Elle est moins présente en Afrique au sud du Sahara.  

Sa transmission s’arrête en dessous de 15°C. Sa période d’incubation est de 11 à 13 jours mais 

on peut observer des rechutes (accès de reviviscence) pendant 3 à 4 ans. Elle représente les 

deux tiers des cas de paludisme dans le monde et le nombre de décès liès à P. vivax semble 

augmenter ces dernières années (Howes et al., 2016).  

Région où P. falciparum sévit le plus 

 Région où P. falciparum ne sévit pas 
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Figure 2 : Principaux foyers de paludisme à P. vivax (ANOFEL, 2014) 

 

I.1.1.3. Plasmodium ovale 

Elle est essentiellement répandue en Afrique de l’Ouest et dans les îles du Pacifique 

occidental, et plus rarement en Asie avec des prévalences atteignant au plus 10% (Collins et al., 

2005) (figure 3). Les symptômes qu’il provoque sont généralement modérés. Son incubation 

est de 15 jours au minimum mais il peut persister dans le foie sous forme dormante et provoquer 

des rechutes tardives (5 ans). Cette espèce a été découverte en 1922 par John William Watson 

Stephens et est responsable de la fièvre tierce bénigne (Stephens et al., 1922). 

Régions où P. vivax sévit le plus 
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Figure 3 : Principaux foyers de paludisme à P. ovale (ANOFEL, 2014) 

 

I.1.1.4. Plasmodium malariae 

Le paludisme à P. malariae a été décrit aussi bien chez l’homme que chez les singes 

africains par l’italien Giovanni Batista Grassi et Raimondo Filetti en 1890 (Grassi and Filetti, 

1890). Cette espèce sévit sur les trois continents tropicaux de manière beaucoup plus sporadique 

(figure 4). Sa période d’incubation est de 15 à 21 jours et est responsable de la fièvre quartre. 

Bien que les hypnozoïtes n’ont pas été démontrés pour cette espèce, P. malariae peut persister 

pendant des décennies comme une infection chronique de faible teneur. Ayant une affinité avec 

les globules rouges âgés, l’infection à P. malariae est bénigne mais la conséquence peut être de 

graves syndromes néphrotiques.  
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Figure 4 : Principaux foyers de paludisme à P. malariae (ANOFEL, 2014) 

 

I.1.1.5. Plasmodium knowlesi  

Il a été décrit en 1932 par Robert Knowles et Das Gupta (Knowles et al., 1932). Le 

Plasmodium knowlesi, est naturellement présent chez les macaques à longue queue et à queue 

de cochon qui vivent dans les zones forestières d’Asie du Sud-Est (Cox-Singh et al., 2008 ; 

White, 2008). Cette espèce peut être transmise des singes à l’homme par la piqûre d’un 

moustique infecté (An. leucosphyrus) (Chin et al., 1968), mais l’infection par P. knowlesi était 

traditionnellement considérée comme une maladie rare, ne se manifestant que sporadiquement 

chez l’homme.  

Le premier cas d’infection naturelle humaine par ce Plasmodium a été décrit en 1965, 

chez un soldat Américain affecté en Malaisie (Chin et al., 1965). Sa période d’incubation est 

de 24 heures et est responsable d’une fièvre quotidienne. Cependant, la majorité des cas ont 

ainsi, été signalés en Malaisie, mais la distribution des infections semble plus étendue puisque 

des cas sporadiques ont été rapportés en Thaïlande (Jongwutiwes et al., 2004), au Myanmar 

(Cox-Singh et al., 2008), à Singapour (Ng et al., 2008), aux Philippines (Luchavez et al., 2008), 

au vietnam (Van et al., 2009), et en Chine (Sabbatani et al., 2010). En Europe et aux Etats-

Unis, des cas importés, faisant suite à des voyages touristiques ou professionnels en Asie, ont 

été décrits (Ennis et al., 2009).  

Régions où P. malariae sévit le plus 
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I.1.2. Cycle évolutif et biologique de Plasmodium   

Deux hôtes sont nécessaires à l’accomplissement du cycle : le moustique du genre 

Anopheles (hôte définitif et vecteur) et l’homme (hôte intermédiaire) (figure 5). 

 

I.1.2.1. La phase sexuée chez l’anophèle 

Chez l’anophèle femelle, seule hématophage, se déroule un cycle sexué ou sporogonie. 

Les gamétocytes, ingérés par le moustique lors d’un repas sanguin chez un sujet infecté, passent 

dans l’estomac où ils se transforment en gamètes mâles (par exflagellation) et femelles. La 

fécondation du macrogamète et du microgamète forme un zygote diploïde. Cette brève phase 

diploïde est à l’origine de nombreuses recombinaisons méiotiques. Si les deux gamètes ayant 

fusionné sont issus de clones différents du parasite (en cas de multiparasitisme chez le patient 

source), ce réassortiment de chromosomes différents produit de nouvelles combinaisons 

alléliques et, donc, de la diversité ou polymorphisme génétique (Su et al., 2007). Le zygote 

évolue ensuite rapidement en ookinète qui traverse l’estomac de l’anophèle pour gagner 

l’hémolymphe et s’y transformer en oocyste (Sinden et al., 2001). Ce dernier libère dans 

l’hémolymphe une très grande quantité de sporozoïtes qui migrent vers les glandes salivaires, 

à partir desquelles ils sont prêts à être injectés à l’homme à l’occasion d’une nouvelle piqûre 

(Craig et al., 1999 ; Mouchet et al., 2004 ; Boutin et al., 2005).  

  

I.1.2.2. La phase asexuée chez l’homme  

Le cycle chez l’homme est divisé en deux phases : une phase hépatique ou exo-

érythrocytaire (figure 5A) et une phase sanguine ou érythrocytaire (figure 5B). 

 

• Cycle exo-érythrocytaire  

L’infestation naturelle de l’homme se fait par inoculation des sporozoïtes pendant la 

piqûre de l’anophèle femelle. L’entrée du parasite dans le foie est un processus dépendant de 

plusieurs migrations successives à travers deux types cellulaires : l’épithélium et l’endothélium 

(Miller etal., 2002 ; frevert etal., 2004). Les parasites ne restent pas plus d’une demi-heure dans 

le sang, puis vont se réfugier dans les hépatocytes où ils se multiplient dans le cytoplasme en 

formant de volumineuses cellules plurinucléées, les schizontes hépatocytaires ou corps bleu 

(figure 5 A3). Après 7 à 15 jours de maturation, celles-ci éclatent et libèrent des milliers de 

mérozoïtes dans le sang (10 000 à 30 000 mérozoïtes en fonction des espèces) (figure 5 A4).  
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Cette période est cliniquement silencieuse et dure en moyenne 6 jours pour P. falciparum, 

8 jours pour P. vivax, 8-9 jours pour P. knowlesi, 9 jours pour P. ovale et 13 jours pour P. 

malariae.  

Cependant, P. vivax (Krotoski et al., 1982) et P. ovale (Cogswell et al., 1992) possèdent 

des formes exo-érythrocytaires appelées les hypnozoïtes, qui peuvent rester quiescentes dans le 

foie pendant une période qui peut durer cinq ans et produire ensuite des mérozoïtes (Mouchet 

et al., 2004). Ces formes pourraient être à l’origine des rechutes tardives lors d’infection par 

ces deux espèces plasmodiales. Par ailleurs, il n’existe pas d’hypnozoïtes dans l’infection à P. 

falciparum et n’ont pas été mis en évidence non plus à l’infection P. malariae (Tanomsing et 

al., 2007 ; Greenwood et al., 2008) et P. knowlesi. Les mérozoïtes libérés par les schizontes 

hépatiques débutent le cycle érythrocytaire. 

 

• Cycle érythrocytaire  

Les mérozoïtes gagnent la circulation sanguine et pénètrent par invagination dans les 

globules rouges (figure 5 B5). Chaque mérozoïte se transforme, alors, en un trophozoïte intra-

érythrocytaire jeune sous forme d’un anneau cytoplasmique, qui à son tour, grossit et devient 

âgé présentant un noyau divisé en plusieurs éléments formant une masse plurinucléée, le 

schizonte sanguin. Celui-ci contient, à maturité, plusieurs mérozoïtes dont le nombre varie selon 

l’espèce plasmodiale (8 à 32 mérozoïtes chez le P. falciparum, 12 à 24 mérozoïtes chez le P. 

vivax, 4 à 16 mérozoïtes chez le P. ovale et 8 à 12 mérozoïtes chez le P. malariae). Ce schizonte 

mûr est appelé corps en rosace. Finalement, l’hématie éclate et libère les mérozoïtes qui 

envahissent de nouveaux globules rouges initiant, ainsi, un nouveau cycle intra-érythrocytaire. 

L’éclatement des globules rouges, pouvant provoquer l’anémie, est à l’origine de nombreux 

symptômes cliniques du paludisme. Ce cycle dure 48 heures pour les espèces P. falciparum, P. 

vivax et P. ovale, 72 heures pour P. malariae et 24 heures pour P. knowlesi. Après plusieurs 

cycles schizogoniques sanguins, certains mérozoïtes se différencient en gamétocytes mâles et 

femelles (gamétogenèse), qui ne poursuivront leur développement que s’ils sont absorbés par 

un anophèle femelle lors de son repas sanguin (Touray et al., 1992 ; Baker et al., 2010 ; Good 

et al., 2010). 

10 



 
Figure 5 : Cycle de vie de Plasmodium sp 

Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Malaria_LifeCycle%28French_version%29.GIF 

    

I.1.3. Les différents stades parasitaires 

Le parasite peut évoluer au sein de l’hôte, selon plusieurs stades successifs, définis par 

des critères morphologiques qui diffèrent selon les espèces plasmodiales. Après coloration au 

Giemsa, différents stades du parasite pourront être observés : le stade anneau, trophozoïte, 

schizonte et gamétocyte souvent caractéristique. 

 

I.1.3.1. Le stade anneau   

A ce stade le parasite est sous la forme d’une « bague à chaton » sur frottis sanguin coloré 

au giemsa pour l’espèce P. falciparum. Cette forme est due au fait que tous les organites majeurs 

(noyau, mitochondries, apicomplaste, reticulum endoplasmique, ribosomes) sont en périphérie, 

et que le centre du disque, très fin ne contient que le cytosol (Aikawa et al., 1967). Ainsi, le 

parasite commence à se nourrir, en dégradant, entre autres, l’hémoglobine de la cellule hôte. Il 

va se transformer en une forme plus arrondie appelée le trophozoïte.    

A : Cycle exo-érythrocytaire  
B : Cycle érythrocytaire 
C : Cycle sporogonique 
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I.1.3.2. Le stade trophozoïte  

Ce stade est caractérisé par un accroissement considérable de l’activité métabolique du 

parasite qui se manifeste par une augmentation du volume du cytoplasme, de la taille des 

mitochondries, de l’apicomplaste et le développement d’un appareil de Golgi atypique sous la 

forme de vésicules périnucléaires (Van et al., 1996 ; Bannister et al., 2000). Le parasite continue 

à se nourrir en dégradant l’hémoglobine, transforme l’hème toxique, en pigment inerte, 

l’hémozoïne qu’il accumule dans la vacuole digestive.  

 

I.1.3.3. Le stade schizonte  

C’est un stade de divisions nucléaires répétitives, suivies de divisions cytoplasmiques. La 

digestion de l’hémoglobine se poursuit jusqu’à la fin de ce stade. À maturité, ils prennent la 

forme de rosace. Celle-ci occupe la totalité de l’hématie parasitée. Les noyaux sont rejetés à la 

périphérie, le pigment parasitaire est ramassé en amas central. L’éclatement des schizontes mûrs 

termine le premier cycle schizogonique érythrocytaire en libérant dans le sang les mérozoïtes 

érythrocytaires capables d’infecter de nouveaux globules rouges. Après un certain nombre de 

cycles érythrocytaires, certains mérozoïtes subissent une maturation d’une dizaine de jours, 

accompagnée d’une différenciation sexuée : ils se transforment en gamétocytes mâles et 

femelles. 

 

I.1.3.4. Le stade gamétocyte   

L’apparition des gamétocytes a lieu, en général, la deuxième semaine qui suit l’infection 

et ces formes proviennent de stades sanguins asexués. Ces gamétocytes peuvent persister 

plusieurs semaines après la guérison. En outre, seul le stade gamétocyte du Plasmodium est 

capable d’établir une infection chez le moustique. Cependant, de nombreux porteurs de 

gamétocytes ne donnent pas une infection positive chez les moustiques malgré une densité de 

gamétocytes appropriée (Rutledge et al., 1969). Les gamétocytes mâles et femelles sont 

discernables par un cytoplasme coloré au Giemsa en rose pâle chez le mâle (avec peu de 

ribosomes et de mitochondries) et en violet dense chez la femelle (avec beaucoup de ribosomes, 

d’ARNm et de mitochondries). Après ingestion par le moustique, ces gamétocytes se 

transforment en quelques minutes en gamètes dus aux changements environnementaux 

(température, bicarbonate et les facteurs du moustique) (Nijhout et al., 1978). Le gamétocyte 

mâle, après exflagellation, libère jusqu’à 8 gamètes alors que le gamétocyte femelle se 

différencie en un unique gamète femelle. Ces gamètes se conjuguent pour donner un œuf mobile 

appelé ookynète. C’est la phase de reproduction sexuée du parasite. 
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I.1.4. Le processus d’invasion de l’érythrocyte par le mérozoïte   

I.1.4.1. Le mérozoïte  

Le mérozoïte, forme libre et invasive des Plasmodium, est une petite cellule ovoïde en 

forme de poire, avec un pôle apical en pointe. Ses dimensions sont variables selon les espèces : 

sa longueur varie de 1,5 à 2,5 μm et sa largeur de 1 à 2 μm (Bannister et al., 1986). Il est 

recouvert d’une matrice extracellulaire filamenteuse de 15 à 20 nm d’épaisseur.  

Son cytoplasme contient un noyau, des mitochondries, des microtubules et le plastide. Le 

complexe apical est localisé au niveau du pôle apical et est composé d’organelles impliquées 

dans le processus d’invasion de la cellule cible : ce sont les micronèmes, les rhoptries et les 

granules denses (Aikawa et al., 1978 ; McFadden et al., 1996 ; Sam-Yellow et al., 1996 ; Roos 

et al., 1999 ; Bannister et al., 2000) (figure 6).         

 

 

 
 

 

Figure 6 : Structure du mérozoïte et organelles du complexe apical de P. falciparum (D’après 

Cowman et al., 2006). 
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I.1.4.2. L’invasion de l’érythrocyte par le mérozoïte 

L’invasion de l’érythrocyte par le mérozoïte est un processus actif, médié par des 

interactions moléculaires spécifiques et des événements de transduction de signal entre les 

récepteurs de l’hôte et les ligands parasitaires (Sam-Yellowe et al., 1996 ; Dubremetz et al., 

1998 ; Preiser et al., 2000). Les micronèmes, les rhoptries et les granules denses jouent un rôle 

important dans l’invasion de la cellule hôte (Cowman et al., 2006). Le contenu de ces organelles 

est libéré à différents moments du processus et chaque molécule a un rôle précis et différent, 

permettant l’accomplissement des différentes étapes de l’invasion (Dubremetz et al., 1998). 

Ainsi, les études utilisant la microscopie optique et électronique ont suggéré que l’invasion des 

mérozoïtes se réalise en quatre étapes principales que sont : (1) la libération du mérozoïte, (2) 

Reconnaissance et attachement du mérozoïte à la membrane de l’érythrocyte, (3) Réorientation 

du mérozoïte et la formation de la jonction serrée, et enfin (4) l’internalisation du parasite 

(figure 7) (Dvorak et al., 1975; Aikawa et al., 1978; Cowman and crabb, 2006; Gilson and 

Crabb, 2009).   

 
Figure 7 : Processus d’invasion de l’érythrocyte par le mérozoïte (Miller et al., 

2013) RBC=Globules rouges ; RH=ligand Réticulocyte Homologue ; DBL= protéines Duffy 

Binding Like ; RIPR et RH5= protéine interagissant avec le récepteur érythrocytaire (CD147) ; 

PV= vacuole parasitophore ; AMA 1= protéine Apical Membrane Antigen.  
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• Libération du mérozoïte   

La première étape du processus d’invasion, est la libération des mérozoïtes de 

Plasmodium, capables d’interagir efficacement avec l’érythrocyte. Cet événement libère l’agent 

infectieux d’une demeure expirante afin qu’il puisse pénétrer dans une nouvelle cellule hôte. 

Cette libération nécessite la rupture de la membrane de la vacuole parasitophore et de la 

membrane plasmique de la cellule hôte, ainsi que de son cytosquelette sous-jacent (Glushakova 

et al., 2005 ; Singh et al., 2007 ; Abkarian et al., 2011). En effet, il a été montré que des activités 

enzymatiques telles que la sérylprotéase participe à la libération des mérozoïtes (Lyon et al., 

1986). En outre, Roggwiller et al., (1997) ont montré que l’urokinase de l’hôte peut également 

participer à la rupture de l’érythrocyte infecté. 

 

• Reconnaissance et attachement du mérozoïte à la membrane de l’érythrocyte  

Cette étape est réversible, non spécifique et peut avoir lieu de manière aléatoire sur toute 

la surface du mérozoïte. En effet, le manteau fibrillaire recouvrant le mérozoïte a des propriétés 

d’adhérence peu sélectives. Cependant, la présence, sur la surface du globule rouge, de 

récepteurs spécifiques est indispensable pour que le mérozoïte puisse reconnaȋtre sa cellule 

hôte. Lors du contact initial, le parasite s’attache aux érythrocytes de l’hôte par des interactions 

à faible affinité (Bannister et al. 1990) par l’intermédiaire de protéines de surface du mérozoïte 

comme MSP1 (Goel et al. 2003 ; Gilson et al. 2006). La protéine MSP1, la plus abondamment 

retrouvée sur la surface du mérozoïte (Gerold et al., 1996 ; O'Donnell et al., 2001 et Goel et al., 

2003), conforte l’hypothèse que MSP1 joue un rôle important dans les phénomènes de 

reconnaissance et d’attachement. L’étude de Gilson et al., (2006) a estimé qu’elle représente à 

elle seule, 30% des protéines de surface ancrées par un glycosylphosphatidylinositol (GPI) au 

mérozoïte. Il y a plusieurs autres proteines à GPI qui sont supposés prendre part à la médiation 

du premier contact avec l’érythrocyte : MSP2, MSP4, MSP5, MSP10, Pf12, Pf38, Pf92 et Pf113 

(Sanders et al., 2005 ; Cowman and crabb, 2006 ; Gilson et al., 2006). Cependant, certaines 

protéines comme MSP3, MSP6, MSP7 (Kauth et al., 2003) et SERA5 (la serine repeat antigen 

5) (Aoki et al., 2002) sont associées à la surface du mérozoïte par l’intermédiaire de la protéine 

de surface majeure MSP1. En outre, MSP 1 est censée être impliquée dans le contact initial en 

se liant au récepteur de surface du globule rouge par l’intermédiaire de la bande 3 et des 

molécules de type héparine (Boyle et al., 2010 ; Goel et al., 2003). De même, Lin et ses 

collègues ont identifié un complexe fonctionnel de MSP1 avec MSPDBL1 et MSPDBL2 lequel 

a été montré de se lier aux globules rouges (Lin et al., 2014).  
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Par conséquent, le blocage de MSP1, rend la majorité des mérozoïtes incapables de 

s’attacher aux érythrocytes, ce qui ajoute un poids à son rôle fonctionnel dans l’invasion (Boyle 

et al., 2010).  

D’autres protéines sont aussi utilisées dans les premières étapes de l’invasion de P. 

falciparum. Il s’agit des familles de protéines EBL (Erythrocyte binding Like) et PfRH 

(Plasmodium falciparum reticulocyte binding protein homologue) (Gaur et al., 2011). Il a été 

démontré que ces protéines jouent un rôle essentiel dans la reconnaissance et la détection des 

cellules hôtes (Gunalan et al., 2013).  

 

• Réorientation du mérozoïte et la formation de la jonction serrée 

Le mérozoïte oriente sa région apicale contre la surface de l’érythrocyte et les organelles 

du complexe apical se retrouvent directement apposées à l’hématie. La protéine du micronème 

AMA1 (Apical Membrane Antigen 1) peut servir d’intermédiaire dans la réorientation apicale. 

Il a été montré que des anticorps spécifiques contre AMA1 bloquent la réorientation du 

mérozoïte (Mitchell et al., 2004).  

Après la réorientation, une série d’interactions irréversibles ligand-récepteur d’une 

grande affinité se met en place entre le parasite et la cellule sanguine se traduisant par la 

formation de la jonction serrée (Aikawa et al., 1978). En effet, le parasite fournit son propre 

récepteur pour permettre au mérozoïte d’entrer en contact avec la membrane du globule rouge. 

Ainsi, les protéines RON2, RON4 et RON5 (Rhoptry neck protein) sont sécrétées par le col des 

rhoptries et sont localisées au-delà de la membrane plasmique de la cellule hôte où elles 

pourraient interagir avec le cytosquelette cellulaire (Besteiro et al., 2009). La protéine RON2, 

insérée dans la membrane plasmique de la cellule hôte interagit avec la protéine AMA1 

conduisant, ainsi, à la formation de la jonction serrée (Srinivasan et al., 2011 ; Riglar et al., 

2011). La neutralisation de cette interaction empêche le parasite d’envahir le globule rouge et 

d’établir la vacuole parasitaire. Ce qui suggère que AMA1-RON2 et la formation de la jonction 

serrée ont un rôle essentiel dans les mécanismes d’invasion de Plasmodium (Lamarque et al., 

2011 ; Zuccala et al., 2012). Cette jonction se déplace de l’avant vers l’arrière du parasite au 

fur et à mesure de sa pénétration par invagination. Le mouvement de pénétration est actif et 

serait régi par le système moteur actine-myosine (Pinder et al., 1998 ; Baum et al., 2008).  

Des interactions secondaires sont nécessaires pour compléter le processus d’invasion et 

impliquent la participation de deux familles de ligands d’invasion : EBL (Erythrocyte binding 

Like) et PfRH (Plasmodium falciparum reticulocyte binding protein homologue) (figure 8).    
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Ces ligands sont localisés à l’extrémité apicale du mérozoïte et leur libération est liée à  

une augmentation du calcium cellulaire chez les parasites (Singh et al., 2010 ; Gao et al., 2013). 

Ces protéines semblent travailler en coopération (Lopaticki et al., 2011) et définissent ensemble 

des voies alternatives pour initier les étapes clés de l’invasion proprement dite. Cependant, les 

protéines EBL et PfRH fonctionnent avant la formation de la jonction serrée en fournissant des 

signaux pour activer l’invasion (Singh et al., 2010 ; Riglar et al., 2011 ; Tham et al., 2015 ; 

Weiss et al., 2015).  

Les membres de la famille EBL se situent dans les micronèmes et comprennent : EBA140 

(Adams et al., 2001), EBA175 (Camus et al., 1985), EBA181 (Gilberger et al., 2003), EBA165 

(qui est un pseudogène) (Taylor et al., 2002) et EBL-1 (Peterson et al., 2000). Ainsi, des études 

ont montré que EBA175 interagit avec la glycophorine A (Orlandi et al.,1992 ; Sim et al., 

1994 ; Mayer et al., 2001 ; Pandey et al., 2002), EBA140 avec la glycophorine C (Lobo et al., 

2003 ; Maier et al., 2003), EBL-1 avec la glycophorine B (Gilberger et al., 2003 ; Gaur et al., 

2004 ; Mayer et al., 2009) et EBA181 avec un récepteur sialoglycoprotéine non caractérisé sur 

la surface des érythrocytes (Mayer et al., 2004) (figure 8). Toutefois, les interactions 

glycophorine-EBL dépendent des fragments d’acide sialique présent sur les récepteurs 

érythrocytaires.   

La famille des protéines PfRH est localisée dans les rhoptries et comprend : PfRH1 

(Rayner et al., 2001 ; Triglia et al., 2005 ; Gao et al., 2008), PfRH2a (Duraisingh et al., 2003 ; 

Gunalan et al., 2011), PfRH2b (Duraisingh et al., 2003) ; PfRH4 (Kaneko et al., 2002), et 

PfRH5 (Hayton et al., 2008 ; Crosnier et al., 2011). PfRH3 a été montré d’être un pseudogène 

(Taylor et al., 2001) (figure 8). Les récepteurs potentiels des protéines PfRH sont moins connus 

sauf pour PfRH4 et PfRH5. 

En effet, la protéine PfRH4 se lie au récepteur du complément 1 (CR1) (Spadafora et al., 

2010 ; Tham et al., 2012). Cette interaction sert d’intermédiaire à une voie fonctionnelle (acide 

sialique-indépendante) pour l’invasion de P. falciparum dans les érythrocytes humains. Cette 

liaison a été montrée d’être sensible à la trypsine et à la chymotrypsine. Des anticorps dirigés 

contre le domaine de liaison de PfRH4 sont capable de bloquer l’invasion érythrocytaire (Tham 

et al., 2012).  

PfRH5, plus petit que les autres membres des protéines PfRH, ne contient pas de région 

transmembranaire (Hayton et al., 2008 ; Baum et al., 2009). Cette protéine forme un complexe 

fonctionnel sur la surface du mérozoïte avec PfRipr (P. falciparum interacting protein) (Chen 

et al., 2011) et PfCyRPA (P. falciparum cysteine rich protective antigen) (Dreyer et al., 2012 ; 

Reddy et al., 2015) et lie les érythrocytes via le récepteur basigine (ou CD147) de l’hôte.  
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Ceci, fournit, ainsi, une explication de la façon dont ce ligand d’invasion est ancré à la 

surface de la membrane plasmique du mérozoïte. L’interaction PfRh5-basigine non redondant 

(Crosnier et al., 2011), est associée à la libération de Ca2+ dans l’érythrocyte, suggérant un pore 

entre le mérozoïte et l’hôte (Weiss et al., 2015). Par ailleurs, PfRH5 présente un polymorphisme 

de séquence comparativement faible par rapport aux autres protéines, ce qui permet à des 

anticorps spécifiques anti-PfRH5 d’inhiber efficacement l’invasion des globules rouges par 

diverses souches de P. falciparum (Douglas et al., 2011 ; Bustamante et al., 2013 ; Patel et al., 

2013 ; Reddy et al., 2014). PfRH5, PfRipr et PfCyRPA sont actuellement considérés comme 

des candidats vaccins car ils induisent des anticorps inhibant l’invasion et sont associés à une 

protection contre le paludisme (Chen et al., 2011 ; Douglas et al., 2011 ; Dreyer et al., 2012 ; 

Bustamante et al., 2013 ; Chiu et al., 2014 ; Douglas et al., 2014 ; Douglas et al., 2015 ; Reddy 

et al., 2015). Il est important de noter que la liaison de PfRH5 à la basigine sur l’érythrocyte est 

essentielle pour l’invasion des mérozoïtes puisque les parasites de P. falciparum ne peuvent pas 

contourner son utilisation pour l’invasion (Hayton et al., 2008 ; Wanaguru et al., 2013 ; 

Douglas et al., 2014).  

PfRH1 se lie à un récepteur putatif "Y" jusqu’à présent non caractérisé, qui est résistant 

à la trypsine et à la chymotrypsine et sensible à la neuraminidase (Gao et al., 2008). Une 

perturbation génétique ciblée des gènes de PfRH1 a entrainé une diminution de la dépendance 

à l’acide sialique dans l’invasion du mérozoïte. Ceci montre que, PfRH1 joue un rôle direct 

dans la liaison du parasite au globule rouge et permettrait l’activation du relâchement d’EBA-

175 par les micronèmes du parasite. Cette dernière jouerait un rôle complémentaire à PfRH1 

en liant des récepteurs différents à la surface du globule rouge (Gao et al., 2013). En effet, la 

sécrétion d’EBA175 sur la surface du mérozoïte est déclenchée par des signaux calciques 

(Ca2+) chez le parasite. Cependant, des anticorps monoclonaux contre PfRH1 bloquent 

l’invasion des mérozoïtes en inhibant spécifiquement la signalisation Ca2+, alors que des 

anticorps monoclonaux inhibiteurs de l’invasion ciblant EBA175 n’ont aucun effet sur la 

signalisation calcique (Gao et al., 2013). Ces études montrent en plus que PfRH1 a un rôle de 

détection initiale et de transduction du signal Ca2+ qui conduit à la libération ultérieure 

d’EBA175 et à la formation de la jonction serrée (Gao et al., 2013).  

PfRH2a et PfRH2b, sont identiques pour les 2700 acides aminés N-terminaux et ne 

diffèrent que par une région C-terminale de 500 acides aminés. Ils sont tous deux situés sur le 

chromosome 13 et semblent apparaitre par duplication génique. Le domaine de liaison de 

PfRH2a / 2b avec les érythrocytes a été localisé à l’extrémité N-terminale de la protéine 

(Gunalan et al., 2011).  
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Indépendamment des similitudes entre PfRH2a et PfRH2b, ils pourraient être utilisés dans 

différentes voies d’invasion. Cette capacité est conférée aux domaines cytoplasmiques de 

PfRH2a et PfRH2b (Dvorin et al., 2010).   

Le fragment complet de PfRH2a a été montré d’être sensible à la chymotrypsine tandis 

que la liaison des deux autres fragments (270 et 140 KDa) était résistante à la neuraminidase, 

mais sensible aux concentrations croissantes de trypsine et de chymotrypsine. Cela indique que 

PfRH2a pourrait utiliser plus d’un récepteur sur la surface des globules rouges (Gunalan et al., 

2011). En outre, il a été montré que la région unique de l’extrémité C-terminale de PfRH2a 

possède également une certaine activité de liaison aux érythrocytes. PfRH2a a été localisée à la 

jonction serrée durant l’invasion (Gunalan et al., 2011). 

PfRH2b est un important ligand d’invasion indépendant à l’acide sialique (Duraisingh et 

al., 2003). Cette protéine se lie à des récepteurs non caractérisés « Z » sensibles à la 

chymotrypsine et résistant à la neuraminidase et à la trypsine sur la surface des globules rouges 

(Duraisingh et al., 2003 ; Gunalan et al., 2013). 

Cependant, l’étude d’Aniweh et al. (Aniweh et al., 2016) a montré que PfRH2b est 

localisée à l’extrémité des rhoptries et qu’elle est étroitement liée à la formation de la jonction 

serrée durant l’invasion des mérozoïtes. Des anticorps spécifiques dirigés contre cette protéine 

inhibent l’invasion des mérozoïtes en bloquant la signalisation des ions Ca2+ à l’intérieure du 

mérozoïte.    

Sur le plan clinique, il a été démontré que les anticorps anti-PfRH2b sont corrélés avec 

une protection contre les symptômes de la maladie et que ces anticorps augmentent avec l’âge 

(Dent et al., 2015 ; Crompton et al., 2010). 

  

• L’internalisation du parasite :  

 Durant cette étape, les protéines EBL et PfRH initient un signal interne dans le mérozoïte 

qui déclenche la libération du contenu des rhoptries pour l’établissement de la vacuole 

parasitophore. Des granules denses, libérés par exocytose, fusionnent avec la membrane 

plasmique du parasite puis déversent leurs contenus, déployant ainsi la membrane de la vacuole 

parasitophore (PVM) (Torii et al., 1989 ; Chitnis et al., 2000 ; Gaur et al., 2004 ; Cowman et 

al., 2006). Ainsi, le mérozoïte s’internalise totalement et est entièrement entouré par la PVM.  

Il a été suggéré que la protéine du micronème AMA1 joue un rôle important dans la sécrétion 

des rhoptries (Mital et al., 2005), et les événements de signalisation en amont de l’invasion 

(Treeck et al., 2009 ; Leykauf et al., 2010).   
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Figure 8 : Représentation schématique des membres des familles EBA (a) et PfRH (b) (Tham 

et al., 2012)  

 

  I.2. Les vecteurs et le mode de transmission 

Le paludisme est transmis à l’homme par des moustiques qui sont des insectes diptères 

nématocères de la famille des culicidae, de la sous-famille des anophelinae et du genre 

Anopheles. C’est en 1898 que l’italien Giovanni Battista GRASSI a montré que le vecteur du 

paludisme était un moustique. Seules les femelles sont hématophages et se nourrissent du sang 

des vertébrés. Ces derniers les attirent par leurs odeurs, leurs couleurs sombres, et le gaz 

carbonique. L’anophèle femelle pique à partir du coucher du soleil avec un maximum 

d’activités entre 23 heures et 6 heures. Sa piqûre est, en général, indolore et son vol le plus 

souvent silencieux. Sa durée de vie est en moyenne de 45 jours. 

Parmi les 400 espèces d’anophèles actuellement décrites, environ une soixantaine sont 

des vecteurs chez l’homme (Harbach et al., 2004 ; Hay et al., 2010).  
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En Afrique tropicale, on retrouve 14 espèces d’anophèles vecteurs dont 5 vecteurs 

principaux : Anopheles gambiae, Anopheles funestus, Anopheles arabiensis, Anopheles nili, 

Anopheles moucheti (Mouchet et al., 2004). Selon les espèces, on distingue des anophèles 

endophiles, exophiles, antropophiles, zoophiles et anthropozoophiles. Certains facteurs 

climatiques (eau et température), géographiques et environnementaux favorisent le 

développement du moustique. 

Par ailleurs, il existe d’autres modes de contamination : transmission congénitale, 

transfusionnelle, par greffe d’organes ou par l’intermédiaire de piqûres effectuées avec des 

aiguilles souillées par le sang de malades impaludés.  

Cependant, un diagnostic rapide et précis est crucial pour une bonne prise en charge et 

une surveillance efficace de la maladie. 

 

II. Diagnostic biologique du paludisme  

 Ce diagnostic appuie l’évocation clinique, détecte les accès simples et les accès graves du 

paludisme et évalue les échecs thérapeutiques.  

 

II.1. Le diagnostic direct 

Il repose sur la mise en évidence du parasite ou de ces composantes sur un prélèvement 

de sang périphérique.  

  

  II.1.1. La goutte épaisse et le frottis mince  

La goute épaisse est la technique de référence du diagnostic palustre dans les études 

épidémiologiques préconisées par l’OMS (WHO, 1961). Elle consiste à déposer 3 à 5 μl de 

sang sur une lame porte-objet, défibriner par un mouvement en spirale à l’aide d’un coin d’une 

autre lame et ensuite colorer au Giemsa 10%. La lecture se fait au microscope optique à 

l’objectif x100. Elle permet de détecter des parasitémies faibles de l’ordre de 10 à 20 

parasites/μl de sang. 

Le frottis mince, est la méthode de référence pour l’étude morphologique des 

hématozoaires et l’identification des espèces parasitaires. Elle consiste à étaler 1 à 1,5 μl de 

sang sur 250 à 600 mm² sur une lame porte-objet. Le prélèvement est fixé, puis coloré au 

Giemsa 10%. Elle est moins sensible que la goutte épaisse avec un seuil de détection de 100 

parasites/μl (Dowling et al., 1966 ; Makler et al., 1998). 

Cependant, les performances de ces deux examens en termes de sensibilité et de fiabilité 

dépendent directement du microscopiste et du niveau de parasitémie du sujet infecté.  
21 



  II.1.2. Le "Quantitative Buffy Coast"  

Le principe de cette technique microscopique de fluorescence consiste à centrifuger le 

tube contenant le sang mélangé à l’acridine orange (fluorochrome capable de se fixer sur le 

noyau du parasite) (Wardlaw et al., 1983 ; Bair et al., 1992). Il s’agit d’une technique de 

concentration, très facile à maîtriser, donnant une sensibilité et une spécificité équivalente à 

celle de la goutte épaisse (Rickman et al., 1989 ; Lowe et al., 1996 ; Craig et al., 1997).  

Cependant, le QBC ne permet pas de différencier les espèces plasmodiales, ni d’estimer 

une densité parasitaire (Lowe et al., 1996).  

 

  II.1.3. La réaction de polymérisation en chaine  

Il s’agit d’une technique de biologie moléculaire essentielle pour beaucoup de procédures, 

telles que le clonage de fragments d’ADN spécifiques, la détection et l’identification de gènes 

à des fins de diagnostic et en médecine légale. Elle est basée sur la sélection puis l’amplification 

d’un gène spécifique du parasite à partir d’amorces spécifiques de ce gène. C’est une technique 

sensible qui permet de détecter de très faibles parasitémies de l’ordre de 0,3 parasite/μl de sang 

avec une possibilité de quantification de l’ADN plasmodial en utilisant la PCR quantitative 

(Hänscheid et al., 2002 ; De Monbrison et al., 2003). Cependant, leur temps de réalisation et 

leur coût ne permettent pas, à l’heure actuelle, de les envisager en diagnostic de routine. 

 

  II.1.4. La fusion à haute résolution ou "High Resolution Melting" 

 L’analyse de fusion à Haute Résolution ou HRM est une technique rapide développée 

pour l’analyse post-PCR des mutations génétiques ou de la variance dans les séquences d’acides 

nucléiques. Elle permet de détecter rapidement et de catégoriser les mutations génétiques, par 

exemple les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP), d’identifier de nouvelles variantes 

génétiques (analyse génétique), ou de déterminer la variation génétique dans une population 

(par exemple la diversité virale) avant le séquençage (Zhou et al., 2005). 

 Elle a trouvé ses premières applications pratiques en biologie moléculaire surtout dans le 

génotypage des polymorphismes, la découverte de mutations, le dépistage de l’hétérozygotie, 

les empreintes génétiques, la caractérisation des blocs d’haplotypes, l’analyse de méthylation 

de l’ADN, la cartographie de l’ADN, l’identification des espèces, l’enquête de la diversité d’une  

population virale ou bactérienne, le typage dans la compatibilité des antigènes des leucocytes 

humains (HLA) et les études cas / témoins.  
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• Principe de la HRM  

 La HRM est une technique utilisée en biologie moléculaire. Elle permet, après une PCR, 

de différencier, sur une montée en température très progressive (55 - 95°C), les différents 

variants amplifiés, et ce, avec un simple fluorochrome intercalant. 

 Cette technique repose sur l’intégration dans l’ADN amplifié par PCR d’un fluorochrome 

intercalant. Ce colorant est fortement fluorescent lorsqu’il est lié à l’ADN double brin et faible 

à l’état non lié. L’augmentation de température programmée et progressive entraîne une 

dénaturation de certains fragments du brin d’ADN (domaines de fusion). Cette dénaturation 

provoque l’élimination du fluorochrome et induit, donc, une baisse de fluorescence, puis son 

extinction totale lorsque la dénaturation est complète. Le maximum de diminution de 

fluorescence est généralement à la température de fusion (Tm) de l’échantillon d’ADN. La Tm 

est définie comme la température à laquelle 50% de l’ADN est monocaténaire. La Tm d’un 

produit de PCR est dépendante de sa concentration, de la concentration en sels du milieu dans 

lequel il est solubilisé mais surtout de sa composition en bases azotées.  

  A une séquence d’ADN donnée correspond donc, pour une montée en température 

standard, une signature lumineuse spécifique représentée par une courbe de fusion. Le profil de 

fusion qui en résulte reflète le mélange d’amplicons présents. Des aspects tels que la teneur en 

Guanine/cytosine (G/C), la longueur, la séquence et l’hétérozygotie viendront s’ajouter aux 

caractéristiques de la courbe de fusion pour chaque amplicon (Reed et al., 2007). Ainsi, la Tm 

est généralement plus élevée pour les fragments d’ADN qui sont plus longs et / ou qui ont une 

teneur en G/C élevée.   

 Si la séquence d’ADN analysée comporte des variantes, des mutations, des délétions, la 

signature change révélant, ainsi, l’existence d’un autre profil, voire d’une anomalie identifiée 

ou non. La technique HRM permet la détection de ces anomalies avec une sensibilité très élevée. 

En outre, la quantification des acides nucléiques étant possible avec cette méthode, on peut, 

ainsi, obtenir une information, à la fois, qualitative et quantitative.  

 Les sels et autres produits chimiques constituant le kit d’extraction de l’ADN peuvent 

également affecter les profils de fusion (Applied Biosystems, Inc. (2009) ; il est donc important 

d’utiliser la même technique pour l’extraction de l’ADN de tous les échantillons et les contrôles. 

 

• Avantages de la HRM   

 La technique HRM peut détecter de nouveaux polymorphismes, la variation du nombre 

de copies ainsi que les SNP. C’est une méthode simple, rapide, puissante, rentable et peut 

génotyper avec précision de nombreux échantillons. 
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• Inconvénients de la HRM  

 La concentration en sel peut avoir un effet sur le pic de la courbe de fusion et ainsi biaiser 

l’interprétation des données. De plus, la conception d’un nouveau test peut être très coûteuse, 

du fait du temps nécessaire pour l’optimisation de la technique.  

 

II.1.5. Les Tests de Diagnostic Rapide  

Les Tets de Diagnostic Rapide (TDR) reposent sur la migration d’antigènes de 

Plasmodium contenus dans le sang périphérique sur une membrane de nitrocellulose et sur leur 

détection par immuno-capture et immuno-marquage. Ils permettent, ainsi, de mettre en 

évidence l’antigène Histidine Rich Protein 2 (HRP 2), la lactate déshydrogénase (LDH) ou 

l’aldolase de Plasmodium (Kilian et al., 1993).  

La protéine HRP 2 est une protéine soluble spécifique de P. falciparum. Elle est localisée 

dans le cytoplasme et sur la surface membranaire de l’érythrocyte infecté. Cette protéine peut 

être détectée jusqu’à 28 jours après la prise d’un traitement efficace (Karbwang et al., 1996 ; 

Richter et al., 2004 ; swarthout et al., 2007).  

La protéine pLDH, est une enzyme glycolytique des Plasmodium. Elle est utilisée pour 

détecter les parasites aux stades asexués et sexués. Les anticorps monoclonaux dirigés contre 

la pLDH peuvent cibler toutes les espèces du paludisme infectant l’homme, mais peuvent être 

également spécifiques d’espèces (P. falciparum ou P. vivax) (Makler et al., 1998).  

Enfin, l’aldolase est une autre enzyme qui peut être utilisée pour détecter le genre 

Plasmodium, sans différenciation des espèces (Lee et al., 2006 ; Genrich et al., 2007). 

Ces tests sont simples d’utilisation, spécifiques mais peuvent rester positifs quelques jours après 

une guérison parasitologique à cause de la persistance de ces antigènes (Singh et al., 1997).  

 

II.2. Le diagnostic indirect 

Ces méthodes indirectes mettent en évidence les anticorps circulants chez l’individu. 

Elles sont utilisées pour connaȋtre le statut sérologique des patients dans le cas des études 

épidémiologiques mais également lors des dépistages chez les donneurs de sang. 

 

  II.2.1. L’immunofluorescence indirecte  

Il s’agit d’une méthode sérologique qui permet de mettre en évidence une infection 

plasmodiale par les stades érythrocytaires. Son principe consiste à incuber une lame (goutte 

épaisse et / ou frottis sanguin) sensibilisée par un antigène de parasite avec le sérum du patient.  
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Si ce sérum contient des anticorps spécifiques contre cet antigène le complexe immun 

persistera après le lavage, et sera fluorescent en lumière ultra-violet grâce au fluorochrome 

associé aux anticorps. Elle est probablement l’une des méthodes sérologiques les plus sensibles 

et se positive dès l’accès de primo-invasion (Collins et al., 1968 ; Warren et al., 1975). 

Cependant, la détection d’une réponse anticorps par l’immunofluorescence indirecte (IFI) 

peut persister longtemps, plusieurs années à plusieurs dizaines d’années. 

 

  II.2.2. L’ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay) 

Cette technique sérologique permet de mettre en évidence une infection plasmodiale 

sanguine. Elle consiste à fixer sur un support solide des éléments contenus dans le liquide 

biologique. Ensuite, les antigènes solubles sont détectés à l’aide d’un complexe immun marqué 

par l’enzyme, et sera révélé par addition d’un substrat spécifique de l’enzyme.  

Elle est moins sensible que l’IFI et se positive généralement plus tardivement après un 

accès primo-invasion (Spencer et al., 1979). Cependant, en l’absence d’infection continue, la 

détection de la réponse anticorps contre des extraits bruts de schizontes peut disparaȋtre au bout 

de quelques mois à quelques années.  

 

III. Traitement 

Les produits antipaludiques sont destinés à prévenir ou à supprimer l’apparition des 

symptômes cliniques du paludisme. Toutefois, la décision thérapeutique repose sur l’analyse 

clinique, le contexte épidémiologique et la confirmation biologique. Il est possible de classer 

les antipaludiques en fonction de leurs origines (naturelle, synthèse), de leur nature chimique 

(amino-4-quinoléines, amino-8-quinoléines etc…), et en fonction de leur impact sur l’un des 

stades du cycle évolutif du parasite (schizonticides, gamétocytocides). 

 

III.1. Les schizonticides   

Les schizonticides comprennent des produits à action rapide (amino-4-quinoléines, 

amino-alcools et dérivés de l’artémisinine) dont le mécanisme de résistance apparait lentement, 

et d’autres produits à action lente (antifoliques, antifoliniques) dont la résistance apparait 

rapidement. Ces molécules agissent sur les formes endo-érythrocytaires asexuées (trophozoïtes 

et schizontes). 
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III.1.1. Les amino-4-quinoléines et les amino-alcools  

Ces molécules (chloroquine, amodiaquine, quinine, méfloquine, halofantrine, 

luméfantrine) s’accumulent dans la vacuole des plasmodies et modifient le pH vacuolaire qui 

est maintenu acide par une pompe à protons ATP-dépendante.  

Ainsi, elles interviennent dans le métabolisme de l’hémoglobine située au niveau de la 

vacuole nutritive en inhibant la formation de l’hémozoïne.  

 

III.1.2. Les dérivés de l’artémisinine  

Il s’agit de l’artésunate, de l’artéméther, de la dihydroartemisinine, et de l’arté-éther qui 

se fixe de façon covalente sur l’hème, formant des dérivés peroxydes de type radicaux libres 

toxiques pour le parasite, altérant, ainsi, sa structure membranaire. Les dérivés de l’artémisinine 

ont une action gamétocytocides, qui réduit la transmission et limite les risques de voir émerger 

des résistances. 

   

  III.1.3. Les antifolates  

Ce sont des inhibiteurs de la synthèse de l’acide folique. On distingue les antifoliques 

(sulfamides et sulfones) et les antifoliniques (proguanil, pyriméthamine).  

 

III.1.3.1.  Les antifoliques  

Ces molécules préviennent la synthèse de l’acide dihydrofolique nécessaire à la 

prolifération du parasite. Elles présentent une activité sporonticide chez l’anophèle par blocage 

de la sporogonie. 

 

   III.1.3.2. Les antifoliniques  

Les antifoliniques inhibent la dihydrofolate réductase (DHFR) qui intervient dans la 

synthèse des purines et des pyrimidines nécessaires à l’hémozoïne.   

 

III.1.3.3. La sulfadoxine-pyriméthamine   

La SP est l’association de deux molécules, à demi-vie longue, agissant au niveau de deux 

étapes successives de la voie folique du parasite. En effet, les érythrocytes sains sont incapables 

de synthétiser la purine. Ils incorporent les nucléotides (adénosine) et les purines (adénines, 

hypoxantine, guanine) présents dans le plasma de l’hôte. Le Plasmodium est incapable d’utiliser 

l’acide folique de l’hôte. Il doit, donc, assurer la synthèse de novo des folates à partir de la 

PABA (Acide Para Amino Benzoïque).  
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Ainsi, le parasite, pour survivre, doit modifier, d’une part, la perméabilité membranaire 

des érythrocytes infectés, ce qui augmente l’influe des purines. D’autre part, il doit fabriquer 

les enzymes requises pour le cycle de récupération des purines et de synthèse de novo des 

pyrimidines indispensables pour la synthèse des acides nucléiques (ARN, ADN) et de certains 

acides aminés. Ainsi, la sulfadoxine inhibe, par compétition avec l’acide para-amino-benzoïque 

(PABA), l’action de la dihydropteroate synthétase (DHPS), alors que la pyriméthamine inhibe 

celle de la dihydrofolate réductase (DHFR) dans la voie folique du parasite (Bzik et al., 1987 ; 

Warhurst et al., 2002 ; Yuvaniyama et al., 2003). Cette combinaison agit de façon synergétique 

contre P. falciparum. L’action de ce composé s’observe tardivement au cours du cycle intra-

érythrocytaire du parasite, au moment du passage du stade trophozoïte âgé au stade schizonte, 

lorsque la synthèse d’ADN atteint son maximum. 

Par ailleurs, la SP est utilisée pour le Traitement Préventif Intermittent (TPI) comme le 

recommande l’OMS. En effet, le TPI consiste à l’administration de médicaments antipaludiques 

à des doses thérapeutiques, souvent à une population à risque (femmes enceintes, enfants, 

nourrissons) indépendamment du fait que la personne soit infectée ou non, à plus d’une 

occasion, dans l’objectif de prévenir la morbidité ou la mortalité.  

 

• Traitement Préventif Intermittent chez les femmes enceintes   

Cette stratégie repose sur l’administration à toutes les femmes enceintes vivant dans des 

zones de transmission stable, au moins, de deux doses de TPI à partir du moment où elles 

commencent à percevoir les mouvements actifs du fœtus. L’OMS recommande depuis les 

années 2002 le TPI pendant la grossesse la sulfadoxine-pyriméthamine (TPIg-SP) à la dose de 

3 comprimés en prise unique chez la femme immunocompétente (4e mois et 7e/8e mois) (WHO, 

2009). Cependant, depuis octobre 2012, l’OMS recommande que ce traitement préventif soit 

administré à toutes les femmes enceintes lors de chaque visite de soins prénatale programmée 

à l’exception du premier trimestre de grossesse (WHO, 2012). 

A cause de son innocuité pendant la grossesse, de son efficacité et de sa facilité 

d’utilisation, la SP est actuellement le médicament le plus utilisé pour le TPI dans toutes les 

zones d’Afrique où la transmission du paludisme est d’une intensité modérée à sévère. Il est 

administré par voie orale, en dose unique en présence de l’agent de santé. L’examen des 

résultats de l’OMS a révélé qu’avec trois doses ou plus de TPIg-SP, on observait un poids 

moyen à la naissance plus élevé et moins d’enfants ayant un faible poids à la naissance qu’avec 

deux doses de TPIg-SP (WHO, 2012). De plus, le TPI peut également réduire l’anémie 

maternelle de manière significative (Shulman et al., 1999 ; Kayentao et al., 2005). 
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• Traitement Préventif Intermittent chez les nourrissons  

Le Traitement Preventif intermittent chez les nourrisons (TPIn-SP) consiste à administrer 

aux nourrisons de la SP (1/2 comprimé) délivrée en même temps que le Programme élargi de 

vaccination (PEV) à des intervalles correspondant au calendrier vaccinal habituel. Cette 

stratégie est appliquée dans les régions où la transmission du paludisme a un caractère 

saisonnier ou pérenne avec des périodes de forte transmission. Par ailleurs, l’administration des 

antipaludéens aux enfants de moins de 5 ans à des doses curatives à intervalle mensuel ou 

bimensuel en ciblant le pic de la transmission, a un impact positif, aussi bien, sur l’incidence 

du paludisme que sur la sévérité des accès (Aponte et al., 2009). 

 

III.2. Les gamétocytocides  

Les gamétocytocides ont une action sur les formes à potentiel sexué, les gamétocytes. Ils 

agissent en inhibant la transformation des gamétocytes du sang humain en gamètes chez 

l’anophèle. Ils ont, en outre, une activité sur les formes exo-érythrocytaires tissulaires 

hépatiques. Ils sont représentés par les amino-8-quinoléines, en particulier, la primaquine. 

 

• La primaquine  

Cet antipaludique inhibe la dihydro-orotate réductase nécessaire au fonctionnement de 

l’acide désoxyribonucléique (ADN) plasmodique. Cette molécule est utilisée à grande échelle 

pour le traitement radical du paludisme à P. vivax et P. ovale et comme gamétocytocide en dose 

unique contre le paludisme à falciparum (Baird et al., 2004 ; Oliver et al., 2008). Son utilisation 

offre de grandes possibilités pour réduire la transmission du paludisme à P. falciparum dans les 

zones à faible transmission et peut, donc, prévenir la transmission des formes résistantes à 

l’artémisinine. Par ailleurs, des études ont montré une résistance de P. falciparum à la quasi-

totalité des antipaludiques utilisés jusqu’à nos jours (Mombo-Ngoma et al., 2011 ; Das et al., 

2013 ; Ariey et al., 2014). Cette résistance résulte d’une élimination tardive ou incomplète des 

parasites dans le sang du patient alors que celui-ci est sous traitement avec un antipaludique. 

   

IV. La résistance aux antipaludiques  

La résistance aux antipaludiques est un phénomène aléatoire résultant de mutations 

spontanées. Ces mutations ont pour effet de modifier la structure et l’activité, au niveau 

moléculaire, de la cible du médicament ou de l’empêcher de parvenir à cette cible. La résistance 

dépend de facteurs qui sont liés aux Plasmodium, aux propriétés de chaque antipaludique et, 

plus accessoirement, aux caractères génétiques de certaines populations. 
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IV.1. La résistance à la pyriméthamine  

La résistance à la pyriméthamine est apparue rapidement après son introduction (Jones et 

al., 1954 ; Burgess et al., 1959 ; Meuwissen et al., 1961). Des études ont montré que la 

résistance à la pyriméthamine chez P. falciparum était associée à des mutations ponctuelles 

spécifiques au sein du gène Plasmodium falciparum dihydrofolate reductase (Pfdhfr) (Peterson 

et al., 1990 ; Plowe et al., 1998). C’est pourquoi, elle a été, par la suite, utilisée en combinaison 

avec un sulfonamide, la sulfadoxine. Cependant, leur efficacité a rapidement diminué en raison 

du développement rapide de la résistance du parasite en Asie contre cette famille de molécules, 

résistance qui s’est finalement propagée au continent africain (Roper et al., 2004). 

 

IV.2. La résistance à la sulfadoxine-pyriméthamine  

La résistance de P. falciparum à la SP a émergé très rapidement en Asie dans les années 

1960 et en Afrique à la fin des années 1980 (Wongsrichanalai et al., 2002). Elle est liée à des 

mutations sur les gènes Pfdhfr et Pfdhps, responsables d’un changement de conformation de 

l’enzyme, d’une diminution de l’affinité de la molécule antipaludique et, donc, d’une perte de 

son activité.  

 

       IV.2.1. Les gènes impliqués dans la résistance à la sulfadoxine-pyriméthamine 

   IV.2.1.1. Le gène P. falciparum dihydrofolate réductase  

Le gène Pfdhfr est situé sur le chromosome 4 et existe sous forme de copie simple. Il a 

été séquencé en 1987 par l’équipe de Bzik à partir du clone FCR3 de P. falciparum originaire 

de la Gambie et sensible à la pyriméthamine (Bzik et al., 1987). Ce gène a une taille d’environ 

1827 paires de bases (pb) et code pour une protéine enzymatique de 607 acides aminés 

intervenant dans la voie de synthèse des folates. L’accumulation de plusieurs mutations 

spécifiques au niveau des codons 51, 59, 108 et 164 entrainent la résistance clinique des 

parasites à l’action des antifolates.  

 

   IV.2.1.2. Le gène P. falciparum dihydroptéroate synthétase  

Le gène Pfdhps est localisé sur le chromosome 8 et existe sous la forme de copie simple. 

Il a été séquencé en 1994 par les équipes de Triglia et de Brooks à partir de clones de 3D7 et de 

W2 (Brooks et al., 1994 ; Triglia et al., 1994). Ce gène a une longueur d’environ 2121 pb et 

code pour une protéine enzymatique de 176 acides aminés. L’enzyme DHPS est produite tout 

au long de la phase asexuée du cycle de développement du parasite. Les mutations se situant au 

niveau des codons 436, 437, 540, 581 et 613 confèrent une résistance à la sulfadoxine.  
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  IV.2.2. Les mécanismes de résistance à la sulfadoxine-pyriméthamine  

    IV.2.2.1. Les mutations du gène Pfdhfr 

 Les mutations sur le gène Pfdhfr altèrent la structure de la protéine et diminuent son 

affinité pour la pyriméthamine et le cycloguanil conduisant à une résistance aux inhibiteurs de 

la DHFR. Pfdhfr est le gène qui code la DHFR. La mutation S108N (remplacement de la sérine 

par une asparagine au niveau du codon 108) du gène de la DHFR est associée à la résistance de 

P. falciparum aux antifoliniques (Basco et al., 1995 ; De Pecoulas et al., 1996 ; Sibley et al., 

2001; Hyde, 2005). Les mutations additionnelles N51I (remplacement de l’Asparagine par 

L’Isoleucine, C59R (remplacement de la Cystéine par l’Arginine) ou I164L (remplacement de 

l’Isoleucine par la Leucine) augmentent cette résistance. L’association des quatre mutations est 

responsable du niveau le plus élevé de résistance aux antifoliniques et à l’association 

Sulfadoxine-pyriméthamine.  

  

    IV.2.2.2. Les mutations du gène Pfdhps  

 Le rôle essentiel des antifoliques est de permettre une potentialisation des antifoliniques. 

La résistance à ces composés est due à une modification de l’enzyme DHPS (Le Bras et al., 

1996). L’analyse des séquences du gène de la DHPS montre des différences d’acides aminés 

entre des souches sensibles et résistantes à la Sulfadoxine (Brooks et al., 1994 ; Triglia et al., 

1994). Les mutations S436A ou S436P (remplacement de la Sérine par l’Alanine ou la Phényle), 

A437G (remplacement de l’Alanine par la Glycine) et K540E (remplacement de la Lysine par 

la Glutamate) du gène Pfdhps confèrent une résistance à la Sulfadoxine (Wang et al., 1997). La 

mutation isolée A437G et la double mutation A437G plus K540E sont respectivement associées 

à une multiplication du risque de résistance in vivo à la SP. Les mutations A581G et A613T/S 

sont rares, en particulier, en Afrique, mais pourraient être associées à des degrés élevés de 

résistance à la sulfadoxine (Pradines et al., 2010). 

 

V. Le génome de Plasmodium falciparum 

Le génome de Plasmodium est haploïde pendant presque tout le cycle vital, sauf pendant 

une courte période de diploïdie qui se déroule chez le moustique (formation du zygote) 

(Walliker et al., 1987). Ainsi, un effort de la communauté internationale a été fait, en 1996, 

(Hoffman et al., 1997) pour séquencer le génome du clone 3D7 de P. falciparum avec l’espoir 

que le séquençage du génome ouvrirait de nouvelles pistes de recherche.  
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Entre 1998 et 1999, les chromosomes 2 (Gardner et al., 1998) et 3 (Bowman et al., 1999) 

ont été entièrement séquencés et publiés. L’ensemble de la séquence des douze chromosomes 

restants a été rendu disponible en fin 2002 (Gardner et al., 2002).  

 

V.1. La Composition et l’organisation du génome  

Le génome nucléaire du clone 3D7 de P. falciparum possède une taille de 22,8 méga 

bases (Mb) et est organisé en quatorze chromosomes dont la taille varie de 0,643 à 3,29 Mb 

(Goman et al., 1982 ; Walliker et al., 1987 ; Gardner et al., 2002). La composition en 

nucléotides présente une forte richesse en adénines (A) et en thymines (T), représentant en 

moyenne 80,6% du génome voir plus de 90% pour les régions intergéniques, télomériques et 

subtélomériques. Ce génome code pour environ 5300 protéines avec une taille moyenne de 

4300 paires de bases (pb).  Deux génomes extranucléaires additionnels sont également présents, 

un mitochondrial de 6 kb et un plastidique de 35 kb. 

Ainsi, la compréhension du génome de P. falciparum a permis de déceler les 

caractéristiques de ce parasite à savoir la variabilité et le polymorphisme génétique. En effet, la 

variabilité génétique concerne les protéines exprimées à la surface des érythrocytes qui sont 

codés par des gènes ayant plusieurs copies au sein d’un même génome et induisant ainsi une 

variabilité intense. Le polymorphisme génétique quant à lui concerne les gènes représentés en 

une seule copie dans le génome et dépend de l’étendue des allèles disponibles et de la 

reproduction sexuée. 

 

 V.2. Le polymorphisme génétique de Plasmodium falciparum 

 Le polymorphisme génétique de P. falciparum contribue au phénomène d’échappement 

du système immunitaire de l’hôte. Ce polymorphisme, observé au niveau chromosomique, 

allélique, antigénique et nucléotidique, est plus intense dans les régions de forte transmission et 

faible dans les régions de faible transmission (Gardner et al., 2002). Ces polymorphismes sont 

importants et rendent difficile la mise en place d’un vaccin. 

 

V.2.1. Le polymorphisme chromosomique  

Ce polymorphisme peut être dû à un changement de la structure des chromosomes 

(délétion, duplication, inversion, translocation) au niveau des régions subtélomériques 

instables. Cette instabilité est due à la présence des gènes var qui n’expriment jamais qu’une 

seule protéine par un système de commutation mutuellement exclusive (Chen et al., 1998 ; 

Deitsch et al., 1999).  
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En plus, la présence dans ces régions instables, de familles d’antigènes dont les membres 

sont dispersés sur plusieurs chromosomes, augmentent l’instabilité et le potentiel 

polymorphique de ces régions en permettant des recombinaisons entre chromosomes 

hétérologues (Hinterberg et al., 1994). En effet, la région subtélomérique de P. falciparum 

contient des motifs conservés répétés, suivis d’un à trois gènes var organisés en clusters (kyes 

et al., 2007). Ces motifs conservés vont faciliter les échanges de matériel génétique des gènes 

situés à proximité, par des événements de recombinaison allélique ou ectopique durant la 

méiose et la mitose.  

 

V.2.2. Le polymorphisme allélique  

P. falciparum présente un important polymorphisme allélique avec un très grand nombre 

d’allèles pouvant être regroupés en famille allélique. Par exemple, trois familles alléliques ont 

été identifiées dans le bloc 2 du gène msp1 (K1, MAD20, RO33) (Tanabe et al., 1987) et deux 

familles alléliques dans le bloc 3 ou le domaine répétitif central du gène msp2 (FC27 et 3D7) 

(smythe et al., 1990 ; fenton et al., 1991 ; felger et al., 1994). Les gènes msp1 et msp2 sont 

couramment utilisés comme marqueurs pour étudier la diversité génétique, la multiplicité des 

infections, le niveau de transmission et l’immunité contre le paludisme. Ils constituent 

également un outil pour distinguer la recrudescence des nouvelles infections des populations de 

parasites de P. falciparum (Cattamanchi et al., 2003 ; Amodu et al., 2008). 

En effet, le gène msp1, localisé sur le chromosome 9, comporte 17 blocs conservés et 

variables séparés par des régions semi-conservées ou conservées (Tanabe et al., 1987). 

La région N-terminale ou bloc 2 de MSP1 est une région hautement polymorphe avec de 

nombreuses séquences de variantes connues à partir d’isolats parasitaires globalement divers 

(Miller et al., 1993 ; Jiang et al., 2000).   

Le gène msp2 situé sur le Chromosome 2 est composé de 5 blocs. Il est l’un des gènes les 

plus polymorphes du mérozoïte. En effet, ce gène comporte une séquence 5’ et 3’ fortement 

conservée (N et C terminal) flanquée par une région variable centrale. Cette région variable a 

des répétitions de séquence flanquées par des séquences dimorphiques non répétitives (fenton 

et al., 1991 ; Felger et al., 1994). Cependant, le polymorphisme allélique, n’est pas seulement 

restreint aux mutations ponctuelles isolées. Les échanges génétiques jouent également un rôle 

important dans la diversification. Par exemple, les gènes de classe I semblent échanger de 

courtes séquences (10-15 nucléotides), source de nouveaux allèles (Parham et al., 1995). 
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 V.2.3. Le polymorphisme antigénique  

La variation antigénique implique une expression coordonnée des antigènes de surface 

pour échapper à la réponse immunitaire de l’hôte, établir une infection et une transmission vers 

un nouvel hôte. Les événements de recombinaison allélique ou ectopique durant la phase sexuée 

et asexuée sont à la base de cette variabilité antigénique. En effet, P. falciparum exprime 

différents antigènes au cours de son cycle de développement. Certains de ces antigènes sont en 

train d’être mis au point comme candidats vaccins : il s’agit des antigènes CSP (Circum 

Sporozoïte Proteine) (Stoute et al., 1997), MSP1 (Merozoite Surface Protein 1) (Tanabe et al., 

1987), MSP2 (Anders et al., 2010),  MSP3 (Jordan et al., 2009), MSP4/MSP5 (Kedzierski et 

al., 2000), AMA1 (Apical Membrane Antigen 1) (Dutta et al., 2002 ; kocken et al., 2002 ; 

Mitchell et al., 2004), EBA-175 (Erythrocyte-binding antigen), SERA5 (Serine repeat antigen 

5) (Horri et al., 2010 ; Palacpac et al., 2011), RESA (Ring-infected Erythrocyte Surface 

Antigen) (Berzins et al., 1986), RAP1/RAP2 (Rhoptry-Associated Protein 1 et 2) (Schofield et 

al., 1986 ; Hamyuttanakom et al., 1992), PfEMP1 (Plasmodium falciparum Erythrocyte 

Membrane Protein 1) (Smith et al., 2000).  

 

V.2.4. Le polymorphisme de nucléotide   

C’est un type de polymorphisme de l’ADN dans lequel deux chromosomes diffèrent sur 

un segment donné par une seule paire de bases au sein du génome parasitaire. Le type le plus 

commun est le polymorphisme nucléotide simple (SNP). Ces variations de séquences sont 

stables, très abondantes et distribuées uniformément dans tout le génome du parasite. Ainsi, 

environ 112 000 SNP ont été identifiés chez P. falciparum (Volkman et al., 2007). Ces SNP 

existent dans les gènes, y compris dans les exons, les introns et les régions régulatrices. Les 

SNP présents dans les régions codant peuvent être classer en 3 groupes: synonymes si les allèles 

différents codent le même acide aminé ; non synonymes si les deux allèles codent des acides 

aminés distincts et non-sens si un allèle code un codon stop et l’autre un acide aminé.                                                                                                                                                                                                                                                    

Il y a plus de polymorphisme synonyme que de polymorphisme non synonyme à cause de la 

dégénérescence du code génétique. Les SNP sont de bons marqueurs génétiques utilisés dans 

l’étude de la diversité génétique des populations parasitaires (Volkman et al., 2012).  

De même, le changement d’un nucléotide peut se faire au niveau des séquences répétitives 

du génome parasitaire aboutissant à un polymorphisme microsatellite. Les microsatellites sont 

très nombreux dans le génome de Plasmodium et sont également utilisés comme des marqueurs 

génétiques pour de nombreuses études portant sur la diversité des populations parasitaire (Su et 

al., 1996 ; Anderson et al., 2000, Bogreau et al., 2006). 
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VI. L’immunité antipalustre  

On distingue deux types d’immunité : l’immuné innée et aquise. 

 

VI.1. L’immunité innée   

L’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme. Parmi les 

cellules en première ligne de réponse immunitaire innée après une infection par P. falciparum, 

on distingue : les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules tueuses naturelles (NK).  

Les macrophages ont la capacité de phagocyter les érythrocytes infectés par P. falciparum 

(impliquant le récepteur CD36) malgré l’absence d’opsonisation ou d’anticorps spécifique du 

paludisme (Stevenson et al., 2004).  

Les cellules NK seraient capables de reconnaȋtre directement les hématies infectées grâce 

à des récepteurs non encore identifiés (Artavanis-Tsakonas et al., 2003 ; Korbel et al., 2005). 

Cette interaction directe conduit à l’activation des cellules NK et à leur production 

d’interleukine 8 (IL-8). En revanche, la production d’interferon γ (IFN-γ) par les NK est 

dépendante d’une coopération avec les macrophages, notamment via la production d’IL-18 par 

ces derniers (Baratin et al., 2005). Cette production d’IL-18 serait un élément important de la 

réponse immunitaire contre le parasite (Nagamine et al., 2003 ; kojima et al., 2004). De même, 

une réponse IFN-γ robuste est associée chez l’homme à une susceptibilité plus faible à 

l’infection (Luty et al., 1999). Les cellules dendritiques sont également activées via leur 

récepteur TLR 9 et produisent de l’interferon α (IFN-α) en présence d’hématies infectées par 

P. falciparum (Pichyangkul et al., 2004). 

L’immunité innée s’observe également dans certaines hémoglobinopathies telles que la 

drépanocytose, la thalassémie et le déficit en Glucose-6-phosphate déshydrogénase. Dans le cas 

des sujets drépanocytaires présentant une hémoglobine AS, la forme anormale des globules 

rouges falciformes et l’hypoxie qui en résulte (Pasvol et al., 1978) semblent gêner fortement le 

développement du parasite. Cependant, l’immunité innée est variable suivant les facteurs 

génétiques intrinsèques de l’hôte (facteurs hématologiques, système HLA et appartenance 

ethnique). Par ailleurs, une exposition naturelle au parasite du paludisme conduit, avec le temps, 

à une immunité, à court terme, contre la maladie. Toutefois, une infection répétée est nécessaire 

pour maintenir cette immunité naturelle. 
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VI.1.2. L’immunité acquise  

L’immunité acquise fait intervenir la production d’anticorps ou de cellules mémoires 

spécifiques au parasite. Cette immunité varie en fonction de l’âge des hôtes et des modalités de 

leur exposition au parasite. En cas d’infection plasmodiale, la synthèse d’anticorps va permettre 

de diminuer l’infection des cellules hépatiques par les sporozoïtes, et de limiter leur 

développement dans ces mêmes cellules via les lymphocytes T CD8+ et l’IFN-γ. Les anticorps 

vont aussi bloquer l’invasion des érythrocytes infectés. Les lymphocytes T CD4+ et IFN-γ vont 

stimuler la phagocytose des mérozoïtes et des parasites intra-érythrocytaires (Stevenson et al., 

2004).      

En outre, dans les régions de transmission intense, on observe un état d’immunité 

protectrice (impliquant une production à prédominance d’IgM et d’IgG) non stérilisant visualisé 

par une parasitémie faible et l’absence de signes cliniques. Cette immunité dite « prémunition » 

est lente à s’acquérir et dépend d’une pression constante du parasite. Cependant, cette 

prémunition disparait en l’absence de contacts fréquents entre l’être humain et le parasite (elle 

disparait après 12 à 24 mois si le sujet quitte la zone d’endémie). 

En zone d’endémie élevée où les mères sont généralement immunes, les anticorps 

maternels transmis passivement aux fœtus protégeraient les nouveau-nés pendant quelques 

semaines à quelques mois contre les infections plasmodiales et les accès palustres. Des 

expériences de transfert passif d’immunoglobulines purifiées d’adultes hyper-immuns à des 

enfants, ont montré que les réponses anticorps participaient à l’immunité acquise naturellement 

contre les stades sanguins de P. falciparum (Cohen et al., 1961).   

  

VII. L’approche vaccinale  

 La mise au point d’un vaccin efficace contre le paludisme est une priorité mondiale en 

matière de santé et constituerait une étape décisive vers le contrôle et l’élimination éventuelle 

de cette maladie. Les vaccins agissent en préparant le système immunitaire humain à 

reconnaȋtre, dépister et ensuite affaiblir ou détruire les pathogènes. Ainsi, un vaccin efficace 

contre le paludisme constitue un outil puissant dans la lutte contre cette maladie. Malgré les 

progrès fournis, seul le vaccin RTS,S/AS01 a montré des résultats acceptables avec un taux de 

protection entre 25 et 50% (Rosenthal PJ, 2015). Ceci s’explique par le fait que le cycle du 

parasite passe par plusieurs étapes entrainant la libération d’antigènes spécifiques à chaque 

phase et induisant des réponses immunitaires différentes. Cependant, il existe actuellement 

plusieurs programmes de recherche de vaccins ciblant des antigènes du cycle parasitaire.  
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 VII.1. Les différents types de vaccins  

 Il existe trois types de vaccins ciblant les stades du cycle de Plasmodium : vaccin contre 

le stade pré-érythrocytaire, le stade érythrocytaire, et le stade sexué (Rogier et al., 2006 ; 

Genton et al., 2007 ; Richards et al., 2009 ; Crompton et al., 2010). 

 

  VII.1.1. Vaccins contre le stade pré-érythrocytaire  

Ces vaccins ciblent les antigènes du stade exo-érythrocytaire et empêchent les sporozoïtes 

de pénétrer ou de se développer dans les cellules du foie. La protéine la plus caractérisée est la 

CSP (Circum Sporozoite Protein) qui est exprimée avant et pendant l’infection des cellules 

hépatiques (Malik et al., 1991). Ainsi, ils doivent induire des réponses immunes visant les 

sporozoïtes ou les schizontes hépatiques. Le vaccin RTS,S/AS01 est le plus avancé des 

candidats vaccins. Il est composé de particules protéiques comprenant 19 copies de la portion 

répétée centrale de la protéine CSP et d’une partie (épitope T) de sa région fusionnée à 

l’antigène S du virus de l’hépatite B, et d’un adjuvant complexe qui est l’AS01 de P. falciparum 

(Moreno et al., 2015 ; Hoffman et al., 2015).  

D’autres antigènes candidats vaccins comme TRAP (Trombospin-Related, Adhesive 

Protein), STARP (Sporozoite Threonine and Asparagine Rich Protein), LSA-1 (Liver Stage 

Antigen-1) LSA-3, SALSA (Sporozoite Threonine and Asparagine Rich Protein) et EXP-1 

(Expoted Antigen-1), visent à induire une réponse cellulaire T contre les schizontes hépatiques 

(Hill et al, 2006). 

 

  VII.1.2. Vaccins contre le stade érythrocytaire  

Ces vaccins visent soit à empêcher l’invasion des hématies, et donc à contrôler les 

densités plasmodiales circulantes, soit à empêcher l’évolution des infections vers les formes 

cliniques et potentiellement graves de la maladie. A ce stade, le parasite exprime des antigènes 

exposés au système immunitaire. Les principaux antigènes candidats vaccins ayant atteint le 

stade des essais cliniques sont : MSP1 (Mérozoite Surface Protein 1) (Ogutu et al., 2009), MSP3 

(Cummings et al., 2010 ; Sirima et al., 2011), AMA1 (Apical Membrane Antigen 1) (Remarque 

et al., 2008 ; Sagara et al., 2009), EBA-175 (Erythrocyte Binding Antigen) (El Sahly et al., 

2010 ; Richards et al., 2010) et GLURP (Glutamate Rich Protein) (Hermsen et al., 2007 ; Esen 

et al., 2009 ). Les candidats vaccins en cours d’étude préclinique sont : MSP2, MSP4, MSP5, 

RAP2 (Rhoptry Associated Protein), RESA (Ring Infected Erythrocyte Surface Antigen), 

SERA5 (Serine-Repeat Antigen 5), PfEMP1 (Rogier et al., 2006). 
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  VII.1.3. Vaccins bloquant la transmission  

 Le principe de ce type de vaccin est d’immuniser l’homme contre un antigène du parasite 

ou du moustique. En effet, le moustique ingère des anticorps induits chez l’homme, au moment 

d’un repas sanguin. L’interaction antigène-anticorps a lieu chez le moustique réalisant ainsi un 

blocage de la sporogonie avec arrêt de la production de sporozoïtes et de la transmission. Ces 

vaccins n’empêcheraient pas la maladie ou l’infection pour ceux qui sont vaccinés mais 

éviteraient la propagation du paludisme par les moustiques des personnes infectées à celles qui 

ne le sont pas. De tels vaccins pourraient être utiles dans des régions de paludisme instable, où 

la transmission est naturellement faible, en complément d’interventions antivectorielles, ou en 

combinaison pour limiter la transmission de parasites échappant à la réponse immune induite 

par un autre vaccin antipaludique (Lavazec et al., 2008). Les antigènes susceptibles de susciter 

la production d’anticorps bloquant la transmission comprennent Pfs230 (Eski et al., 2006), 

Pfs48/45 (Healer et al., 1997), Pfs27/25, Pfs28, Pfs25 (Bar et al., 1991). Ces vaccins sont 

actuellement en cours d’essai de phase I ou II chez l’homme. 

 

 VII.2. Les antigènes candidats vaccins 

 La plupart des candidats vaccins ont été sélectionnés en fonction du type de réponses 

immunitaires qu’ils déclenchent chez l’animal. Actuellement, plusieurs candidats vaccins 

préventifs contre les infections à P. falciparum et P. vivax sont en développement (figure 9).  

 En 2015, 18 candidats vaccins, avec des modes d’action différentes, étaient au stade 

d’essai clinique (Moreno et al., 2015 ; Hoffman et al., 2015). Deux d’entre eux ciblent P. vivax : 

il s’agit de P. vivax CSP (VMP001) (Bennett et al., 2016) et P. vivax DBP (de Barra et al., 

2014). Les autres antigènes candidats vaccins visent P. falciparum seule. Parmi ces antigènes 

nous pouvons citer : P. falciparum CSP (RTS,S) (Stoute et al., 1997 ; The Rts SCTP, 2014), P. 

falciparum CSP (RTS,S) + P. falciparum AMA-1 (Chuang et al., 2013 ; Tamminga et al., 

2013), P. falciparum ME-TRAP (Dudareva et al., 2009 ; Hodgson et al., 2014), P. 

falciparum MSP-1/P. falciparum AMA-1 (Sheehy et al., 2012 ; Hodgson et al., 2014), P. 

falciparum AMA-1 (FMP2.1) (Polhemus et al., 2007 ; Laurens et al., 2013), P. 

falciparum  hybrid GLURP+MSP-3 (GMZ2) (Jepsen et al., 2013), P. falciparum Pfs25-EPA, 

P. falciparum Pfs230-EPA (Moreno et al., 2015). Certains de ces antigènes sont impliqués dans 

l’invasion des globules rouges par le parasite et sont exprimés à la surface des mérozoïtes 

(MSP1, MSP3, GLURP) ou sur l’organelle apicale telle que AMA1. Cependant, parmi les 

antigènes protéiques recombinant ciblant différentes phases du cycle de vie parasitaire en cours 

d’élaboration, seul le RTS, S/AS01 a achevé l’évaluation de phase 3. 
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  Le rapport bénéfices-risques est positif et l’agence européenne des médicaments (AEM) 

a donné un avis favorable pour l’utilisation du RTS, S/AS01 (Méchain et al., 2015). 

 

 

 
 

Figure 9 : Cycle de vie des Plasmodium humains et antigènes candidats vaccins (Barry et al., 

2014). 
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CADRE DE L’ETUDE 

 La majeure partie des échantillons qui ont fait l’objet de nos différentes études ont été 

collectés à la Section de Lutte Anti-Parasitaire (SLAP) situé au cœur de la Commune et Région 

de Thiès (au Sénégal).  La région de Thiès est située à l’Ouest du Sénégal, à 70 km de la capitale 

Dakar. Ses coordonnées géographiques sont 14° 46’ 58’’ de latitude Nord et 16° 54’ 06’’ de 

longitude Ouest (figure 10). Elle a une superficie de 6 601 km² et sa population est estimée à 

1 709 112 habitants, avec une densité de 256 hab. /km² en 2013 (ANSD, 2013).  

Cette région est caractérisée par un relief relativement plat avec une moyenne 

pluviométrique de 300 à 500 mm. La transmission du paludisme y est étroitement liée au rythme 

des pluies et s’effectue, en général, au cours de la saison des pluies et au début de la saison 

sèche. Elle est assurée par Anopheles gambiae et Anopheles Arabiensis (PNLP, 2015).  

 

 

 
Figure 10 : Carte de localisation de la Région de Thiès au Sénégal  

 

 

Thiès  
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 L’autre partie des échantillons proviennent, dans le cadre d’activités collaboratives, de 

différentes zones géographiques (hors du Sénégal) marquées par des niveaux d’endémicités 

différentes ; nous les avons intégrés dans le cadre de nos études comparatives afin de mieux 

caractériser le polymorphisme des gènes Pfdhfr, Pfdhps et PfRh2b. En effet, la transmission du 

paludisme est holo-endémique en Mlandizi (en Tanzanie), Méso à hyperendémique en Grande 

Comore (aux Îles Comores) et saisonnière en Brikama (en Gambie). 
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Introduction  

Plasmodium falciparum, l’espèce la plus mortelle, est maintenant résistante à tous les 

antipaludiques utilisés (Arieye et al., 2014 ; WHO et al., 2015). Par conséquent, la surveillance 

continue de l’efficacité des médicaments antipaludiques est essentielle dans l’orientation de la 

politique de traitement. 

 Au Sénégal, la transmission du paludisme est saisonnière, avec une baisse des 

prévalences parasitaires. Cependant, l’incidence du paludisme était élevée, en particulier dans 

certaines parties du pays où les décès dus au paludisme persistent (PNLP, 2014). 

 En revanche, la transmission du paludisme en Tanzanie est permanente (Mubi et al., 

2013), avec une forte charge d’infections palustres, comme en témoignent les 678 207 cas et 

5688 décès due au paludisme en 2014 (WHO, 2015). 

 La lutte contre ce fléau repose prioritairement sur le diagnostic précoce et le traitement 

des cas cliniques, afin de réduire la transmission de l’infection et d’éviter la propagation d’une 

résistance aux antipaludiques. En effet, la hausse du taux de résistance du P. falciparum à la 

chloroquine (CQ) a conduit la Tanzanie à changer la CQ par la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) 

en 2001 et ensuite aux combinaisons thérapeutiques à base d’artémisinine (ACT) en 2006. Le 

Sénégal a changé la CQ par la SP-amodiaquine en 2003, puis aux ACT en 2006. Cependant, la 

SP est utilisée pour la prévention du paludisme chez la femme enceinte dans le cadre du 

Traitement Préventif Intermittent (TPI) (WHO, 2004 ; 2012) ou en association avec 

l’amodiaquine pour la Chimio-prévention du paludisme saisonnier (CPS) (WHO, 2012). 

Néanmoins, l’utilisation massive de la SP va probablement contribuer à l’émergence de souches 

résistantes. En effet, des études antérieures ont révélé des mutations génétiques chez les 

parasites leur conférant une résistance à la SP. Ainsi, les mutations au niveau des codons N51I, 

C59R, S108N et I164L du gène Pfdhfr ont été associées à la résistance à la pyriméthamine 

(Bzik et al., 1987 ; Cowman et al., 1988 ; Peterson et al., 1988 ; 1990 ; Foote et al., 1990 ; 

Basco et al., 1995 ; Reeder et al., 1996) tandis que les mutations S436A, S436P, A437G, 

K540E, A581G et A613T/S du gène Pfdhps ont été liées à la résistance à la sulfadoxine (Brooks 

et al., 1994 ; Triglia et al., 1994 ; Wang et al., 1997 ; Bickii et al., 1998 ; Warhurst et al., 2001 ; 

Warsame et al., 2001). Par conséquent, la surveillance systématique des mutations génétiques 

affectant l’efficacité de la SP est essentielle pour voir si cette combinaison pourrait continuer à 

être utilisée pour le traitement du paludisme non compliqué ou pour le TPI chez les femmes 

enceintes et les enfants. 

 Différentes méthodes ont été développées pour évaluer l’association des polymorphismes 

mono-nucléotidiques (SNP) et des phénotypes spécifiques.  
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 La réaction de polymérisation en chaine suivie du polymorphisme de longueur des 

fragments de restriction (PCR-RFLP), la PCR en temps réel Taqman avec des sondes 

spécifiques d’allèles et l'électrophorèse sur gel en gradient dénaturant (DGGE) sont les 

techniques les plus utilisées pour ces types d'études (Duraisingh et al., 2003 ; O’Meara et al., 

2001). Cependant, la PCR-RFLP prend du temps et nécessite des enzymes de restriction 

spécifiques pour chaque SNP. La DGGE nécessite une grande expertise qui n’est pas toujours 

disponible dans les zones endémiques. Les sondes fluorescentes Taqman sont couteuses et les 

réactifs expirent rapidement. Par contre, l’analyse de fusion à haute résolution (HRM) est une 

méthode d’analyse post-PCR qui permet de détecter les mutations dans les séquences d’acides 

nucléiques et d’identifier de nouvelles variantes génétiques pouvant être confirmées par 

séquençage (Gan et al., 2010 ; Daniels et al., 2012). En outre, cette technique a la capacité de 

détecter des allèles mineurs dans des infections mixtes (Andriantsoanirina et al., 2009 ; Gan et 

al., 2010 ; Reed et al., 2007).  

 Les objectifs de cette étude étaient : (1) de comparer les résultats de la HRM avec ceux 

de la PCR-RFLP ; et (2) de déterminer la prévalence des mutations au niveau des codons N51I, 

C59R et S108N du gène Pfdhfr et A437G, K540E, A581G et A613T/S du gène Pfdhps, dans 

deux pays endémiques ayant des fréquences d’infections polyclonales différentes. 
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I. Matériel et méthodes  

 I.1. Population d’étude  

 Cette étude a été réalisée à partir d’échantillons collectés dans deux pays ayant des 

niveaux d’endémicités palustres différents.  

 Au Sénégal, les échantillons ont été collectés à Thiès, au Service de Lutte Antiparasitaire 

(SLAP). Le paludisme y est hypo-endémique avec un taux d’inoculation entomologique de 0 à 

20 piqûres infectantes par personne et par an (0 < EIR < 20) (PNLP, 2015). 

En Tanzanie les échantillons ont été collectés au Centre de santé de Mlandizi, dans la 

région côtière de Kibaha, à 40 km au nord-ouest de Dar es-Salaam. Le paludisme y est holo-

endémique avec un taux d’inoculation entomologique moyen de 200 piqȗres infectantes par 

personne et par an (Premji et al., 1997). 

Les personnes venues en consultation pour une fièvre et suspicion de paludisme au SLAP 

de Thiès en 2011 et au centre de santé de Mlandizi en 2003-2004 ont été testées par microscopie 

pour confirmer l’infection palustre. Les patients âgés de deux à vingt ans, qui ont présenté une 

lame positive à P. falciparum ont été invités à participer à cette étude.  

Ces études ont été approuvées par la Commission tanzanienne pour la science et la 

technologie (permis n ° 2003-207-CC-2003-102) et le comité d’éthique du Ministère de la Santé 

du Sénégal (0127MSAS / DPRS / CNRES). Une évaluation éthique et une approbation ont 

ensuite été fournies par le Comité des sujets humains de l’École de santé publique Harvard T.H. 

Chan (P11778-101) et le Comité des sujets humains de l’Université de Tulane, Nouveau 

Orléans. 

 

I.2. Collecte des échantillons  

Après consentement éclairé, des prélèvements de sang ont été effectués et quelques 

gouttes recueillies sur des papiers filtres Whatman FTA. Au total, Cent (100) échantillons ont 

été collectés, soit Cinquante (50) échantillons par site.  

 

I.3. Extraction de l’ADN parasitaire 

L’ADN parasitaire a été extrait à partir du papier-filtre en utilisant la méthode du kit 

QIAamp DNA Mini (Qiagen) selon les conditions du fabricant. L’ADN parasitaire a été 

conservé à - 20° C pour les études génétiques. 
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I.4. Génotypage du gène Pfdhfr par PCR-RFLP  

L’analyse des échantillons était basée sur la méthode standard, la PCR-RFLP, telle que 

décrite précédemment par Jelinek et al. (Jelinek et al., 1998).  

 Après extraction, l’ADN génomique de P. falciparum a été amplifié en utilisant le 

protocole décrit dans le tableau I. Des contrôles positifs (3D7 et Dd2) et négatifs (eau bidistillée 

stérile) ont été inclus dans toutes les réactions d’amplification.   

Le produit de PCR est mis en évidence par électrophorèse sur gel d’agarose (2%) dans le 

tampon TBE 1% en utilisant un marqueur de poids moléculaire (Quick Load®, 100 pb DNA 

Ladder).  

Une solution de bromure d’éthidium (3µl) est ajoutée afin de visualiser les bandes d’ADN 

par illumination ultraviolette. 

Après amplification par PCR, nous avons utilisé 0,5 µl d’enzymes de restrictions 

spécifiques pour digérer les amplicons de PCR pendant, au moins, 6 heures comme indiqué 

dans les tableaux II, III et IV. 

Le produit de digestion est mis en évidence par électrophorèse en gel d’agarose (2%) dans 

le tampon TBE 1% en utilisant un marqueur de poids moléculaire (Quick Load®,100pb DNA 

Ladder).  
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Tableau I : Programme et volume réactionnel de la première et deuxième amplification du gène 

Pfdhfr 

 

 

Première amplification  

Gène  Séquences des amorces Programme 

Pfdhfr M1 : 5’-TTT ATG ATG GAA CAA 

GTC TGC-3’ 

1. 94°C ……. 3 min 

2. 94°C ……. 1 min   

3. 50°C ……. 2 min 

4. 72°C ……. 2 min 

5. Retourner à 2 et répéter 35 fois 

6. 72°C ……. 3 min 

7. 4°C pendant 48h 

M5 : 5’-AGT ATA TAC ATC GCT 

AAC AGA-3’ 

Volume réactionnel : Gotaq : 6 µl ; M1 : 1µl ; M5 : 1µl ; H2O : 11µl ; 

ADN (extrait à partir du papier filtre) : 1µl 

Volume total: 20µl 

Deuxième amplification  

Gène Codons Séquences des amorces  Programme 

Pfdhfr N51I M3 : 5’-TTT ATG ATG GAA CAA 

GTC TGC GAC GTT-3’ 

1. 94°C …… 2 min 

2. 94°C ……. 1 min   

3. 45°C ……. 1 min 

4. 72°C ……. 2 min 

5. Retourner à 2 et répéter 35 fois 

6. 72°C ……. 3 min 

7. 4°C pendant 48h 

F/ : 5’-AAA TTC TTG A TA AAC 

AAC GGA ACC TTT TA-3’ 

C59R M4: 5’-TTT ATG ATG GAA CAA 

GTC TGC GAC GTT-3’ 

F: 5’-AAA TTC TTG ATA AAC AAC 

GGA ACC TTT TA-3’ 

S108N M4: 5’-TTT ATG ATG GAA CAA 

GTC TGC GAC GTT-3’ 

F: 5’-AAA TTC TTG ATA AAC AAC 

GGA ACC TTT TA-3’ 

Volume réactionnel : Gotaq : 6 µl ; M1 : 1µl ; M5 : 1µl ; H2O : 11µl ; 

ADN (Produit de la 1ère Amplification) : 1µl 

Volume total: 20µl 
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Tableau II : Conditions de digestion du codon 51 à la suite de la PCR nichée  

Constituants Volume (µl) pour une réaction 

Eau Eau bidistillée stérile 5  

Tampon  NEB 1  0,5 

Enzyme Tsp 509I 0,5  

ADN Produit PCR 2ème amplification 4  

Incuber à 65°C pendant toute la nuit ou au moins pendant 6 heures 

  

Tableau III : Conditions de digestion du codon 59 à la suite de la PCR nichée  

Constituants Volume (µl) pour une réaction 

Eau Eau bidistillée stérile 5  

Tampon  NEB 2  0,5 

Enzyme XmnI 0,5  

ADN Produit PCR 2ème amplification 4  

Incuber à 37°C pendant toute la nuit ou au moins pendant 6 heures 

 

Tableau IV : Conditions de digestion du codon 108 à la suite de la PCR nichée  

Constituants Volume (µl) pour une réaction 

Eau Eau bidistillée stérile 5  

Tampon  NEB 2  0,5 

Enzyme AluI 0,5  

ADN Produit PCR 2ème amplification 4  

Incuber à 37°C pendant toute la nuit ou au moins pendant 6 heures 

 

• Interprétation des résultats de la digestion   

 Une bonne réaction se traduit par la présence de bandes conformes à celles attendues.  

La digestion par l’enzyme Tsp 509I donnera, d’une part, des fragments de 153 et 120 pb pour 

le type sauvage N51 et, d’autre part, des fragments de 217 et 120 pb pour le type mutant I51.  

La digestion par l’enzyme XmnI donnera des fragments de 189 et 137 pb (type sauvage C59) 

et 162 et 137 pb (type mutant R59). 

 La digestion par l’enzyme AluI donnera des fragments de 180 et 118 pb pour le type 

sauvage S108 et des fragments de 299 et 27 pb pour le type mutant N108.  

Les bandes apparaissant, à la fois, au niveau des deux témoins, correspondent aux souches 

mixtes.   
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I.5. Génotypage des gènes Pfdhfr et Pfdhps par "High Resolution Melting" 

La réaction a été réalisée à l’aide de la machine LightScanner-32 en utilisant des amorces 

et des sondes comme décrit précédemment par Daniels et al. (Daniels et al., 2012). Des 

capillaires en verre qui sont utilisés, sont idéals pour mesurer les fréquences alléliques mineures 

(0,01%) dans des échantillons de génotypes mixtes.  

Toutes les réactions de PCR ont été réalisées en effectuant un mélange réactionnel 

contenant du LightScanner 2,5 (Biofire), des amorces sens et anti-sens à une concentration 

finale de 0,05 μM, et 0,2 μM respectivement et 1 μl d’ADN génomique, comme décrit 

précédemment Daniels et al. (Daniels et al., 2012).  

 

• Méthodologie  

 Après extraction, l’ADN génomique de P. falciparum est mis en présence de couple 

d’amorces spécifiques (amorce F et R) et d’une sonde (Tableau V). 
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La première étape consiste à préparer un mélange d’amorces et de sonde selon le tableau VI :  

Tableau VI : Volume réactionnel du mélange d’amorces et de sonde 

Constituants Volume (µl) pour une réaction 

H2O (reagent grade water) 42  

Amorce sens N51I/C59R ou S108N – F 1  

Amorce anti-sens N51I/C59R ou S108N – R         5 

Sonde 2  

 

La deuxième étape consiste à préparer le mélange réactionnel selon le tableau VII :   

 

Tableau VII : volume du mélange réactionnel  

Constituants  Volume (µl) pour une réaction 

H2O (reagent grade water) 4  

2,5X Light Scanner Mix  4  

Mix d’amorces et de la sonde 1 

  

 On répartit ensuite 9 µl du milieu réactionnel dans les capillaires en verre puis 1 µl d’ADN 

de chaque échantillon sera ajouté. Le volume final dans chaque capillaire est de 10µl. Les 

capillaires sont centrifugés brièvement dans la mini-centrifugeuse puis déposés soigneusement 

dans les trous du carrousel. Ensuite le carrousel est placé dans l’appareil de sorte que la flèche 

«déverrouillée» corresponde à la flèche sur la base, puis tourné dans le sens des aiguilles d’une 

montre jusqu’à ce que la flèche dans la position «verrouillée» corresponde à la flèche sur la 

base. L’appareil (LightScanner 32) est programmé comme suit (Tableau VIII) :    

 

Tableau VIII : Programme de la réaction HRM 

Nom du Programme  Température  Nombre de cycle  

Dénaturation 95°C ………………….. 01 min  1 

cycle  95°C ………….............. 05 s 

56°C ………….............. 30 s 

 

55 

Pré-fusion  95°C ………………….. 05 s 

37°C ………………….. 05 s 

 

1 

fusion  45°C  à  90°C ………… 06 s  

(avec 0,3°C/s)  

1 
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• Interprétation des résultats de la HRM 

 Le logiciel standard fourni avec l’instrument a été utilisé pour l’analyse des sondes non 

marquées afin de visualiser les pics de fusion basés sur les différentes températures de fusion 

et sur l’identification des différentes paires de bases. Ces pics sont comparés à ceux des témoins 

pour identifier le profil de l’allèle correspondant pour un test donné. 

Dans notre étude nous avons utilisé les contrôles suivants : 3D7, Tm90, 7G8, Dd2, HB3 

et VS1. Chaque contrôle a son pic et sa couleur caractéristique qui résulte de sa température de 

fusion. Ainsi, pour chaque codon, tous les échantillons qui auront le même profil que les 

contrôles sauvages sont dits sauvages. Ceux qui auront le même profil que les contrôles mutants 

sont dits Mutants et ceux qui présenteront deux pics sont dits Mixtes (Mix : mutant/sauvage).  

Au niveau du codon N51I, les échantillons qui auront le même profil que 3D7 ou Tm90 

sont de types sauvages, ceux qui auront le même profil que Dd2 ou 7G8 sont de types mutants. 

Au niveau du codon C59R, les échantillons qui auront le même profil que 3D7 ou 7G8 

sont de types sauvages, ceux qui auront le même profil que Dd2 ou Tm90 sont de types mutants.  

 Pour le codon S108N, les échantillons qui auront le même profil que 3D7 sont de types 

sauvages, ceux qui auront le même profil que Dd2 sont de types mutants. 

 Pour le codon A437G, les échantillons qui auront le même profil que HB3 sont de types 

sauvages, ceux qui auront le même profil que 3D7 ou Dd2 sont de types mutants. 

 Pour le codon K540E, les échantillons qui auront le même profil que Dd2 sont de types 

sauvages. 

 Pour le codon A581G, les échantillons qui auront le même profil que 3D7 sont de types 

sauvages, ceux qui auront le même profil que Tm90 sont de types mutants.  

 Pour le codon A613S/T, les échantillons qui auront le même profil que 3D7 sont de types 

sauvages, ceux qui auront le même profil que Dd2 ou VS1 sont de types mutants. 

Par ailleurs, si un échantillon présente un pic qui ne correspond pas à ces contrôles on en déduit 

l’existence possible d’une nouvelle variante qui sera confirmée par séquençage. 

 

I.6. Génotypage des gènes msp 1 et msp 2 par PCR nichée  

Le bloc 2 de msp 1 (Miller et al., 1993) et le bloc 3 de msp 2 (Smythe et al., 1990) ont été 

amplifiés par une PCR nichée. Les séquences des amorces et le protocole de PCR sont décrits 

en détail par Snounou et al. (Snounou et al., 1999).  

La PCR a été effectuée sur un volume total de 20 μl qui contenait 6 μl de Gotaq (ADN 

Taq polymérase, dNTPs, MgCl2 et un tampon de réaction (pH 8,5)), 1 μl de chaque amorce 

(amorces sens et anti-sens à une concentration de 0,05 μM) et 11 μl d’eau bidistillée stérile.  
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Pour la première réaction d’amplification, 1 μl d’ADN génomique a été ajouté et pour la 

seconde, nous avons ajouté 1 μl du produit de PCR de la première amplification. Des souches 

de référence 3D7 (pour les allèles msp1-K1 et msp2-IC) ; Dd2 (pour msp1-MAD20 et msp2-

FC) et 7G8 (pour msp1-RO33) ont été utilisées comme contrôles positifs. L’eau bidistillée 

stérile a été utilisée comme contrôle négatif.  

Le programme de la première PCR était : une dénaturation initiale à 95° C pendant 5 min, 

suivie de 35 cycles (de 94° C pendant 1 min, 58° C pendant 2 min, 72° C pendant 2 min), et un 

cycle d’extension finale de 72° C pendant 3 min. Le programme de la deuxième PCR était : une 

dénaturation initiale à 95° C pendant 5 min, suivie de 35 cycles (de 94°C pendant 1 min, 61°C 

pendant 2 min, 72° C pendant 2 min), et un cycle d’extension finale de 72° C pendant 3 min. 

Les produits d’amplification ont été analysés en se basant sur les différences de taille sur un gel 

d’agarose à 2%. 

La multiplicité des infections (MOI) a été définie comme le rapport du nombre de patients 

portant plus d’allèles soit pour msp 1 ou msp 2 sur le nombre total de sujets infectés. 

Le nombre de patients avec plus d’un fragment amplifié par PCR dans la population totale 

est défini comme la fréquence des infections polyclonales.  

 

I.7. Analyses statistiques  

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel Epi Info, version 7. Le test 

exact de Fischer a été utilisé pour déterminer la concordance des résultats entre la PCR-RFLP 

et la HRM. Le test Z pour deux proportions de population a été utilisé pour comparer la 

prévalence des allèles dans chaque pays. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer 

la MOI dans les populations d’échantillons de chaque pays. Le test est significatif si la valeur 

p est inférieure à 0,05. 
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II. Résultats  

  II.1. Résultats de la PCR-RFLP 

 Au total 100 isolats (50 de Tanzanie et 50 de Thiès) ont été amplifiés et analysés avec 

succès (figure 11).  

 Au Sénégal, 98% (49/50) des échantillons avaient l’allèle mutant au niveau du codon 

N51I, 96% (48/50) au niveau des codons S108N et C59R. En outre, l’analyse des résultats a 

révélé 2% (1/50) d’allèles sauvages N51 et 4% (2/50) d’allèles sauvages C59 et S108.                                       

Cependant, aucune infection mixte n’a été trouvée par PCR-RFLP.   

 En Tanzanie, nous avons obtenu 74% (37/50), 48% (24/50) et 70% (35/50) de mutations 

respectivement au niveau des codons N51I, C59R et S108N. 18% (9/50) des échantillons étaient 

sauvages pour le codon N51I, 38% (19/50) pour le codon C59R et 14% (7/50) pour le codon 

S108N. La proportion des infections mixtes représentait 8% (4/50) des échantillons au niveau 

du codon N51I, 14% (7/50) au niveau du codon C59R et 16% (8/50) au niveau du codon S108N.  

 

 
Figure 11 : Photographie de gel de produit de PCR après digestion du codon S108N du gène 

Pfdhfr de quelques échantillons. 

PM = marqueur de poids moléculaire ; H2O = contrôle négatif ;  

3D7= contrôle positif de type sauvage ; 180 pb et 118 pb = tailles de la souche sauvage ; 

Dd2= contrôle positif de type mutant ; 299 pb = taille de la souche mutante ; 

Tz 030 (isolat de Tanzanie patient N° 030) est un isolat Mix (sauvage + mutant) 
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 II.2. Résultats de la HRM 

 Le génotypage de Pfdhfr par HRM a donné des résultats interprétables sur tous les 

échantillons testés (figure 12). 

 Au Sénégal, 94% (47/50) des échantillons présentaient une mutation au niveau du codon 

N51I, 92% (46/50) au niveau du codon C59R et 98% (49/50) au niveau du codon S108N. 

Cependant, une prévalence de 2% (1/50) d’allèles sauvages a été trouvée seulement pour le 

codon C59R. Les allèles mixtes ont été trouvés à des proportions de 6% (3/50) au niveau des 

codons N51I/C59R et de 2% (1/50) au niveau du codon S108N.  

 En Tanzanie, 52% (26/50), 44% (22/50) et 76% (38/50) des échantillons présentaient 

respectivement l’allèle mutant au niveau des codons N51I, C59R et S108N. Des proportions de 

16% (8/50), 24% (12/50) et 14% (7/50) d’allèles sauvages ont respectivement été retrouvées 

pour les codons N51I, C59R et S108N. En outre, 32% (16/50) des échantillons avaient des 

allèles mixtes au niveau des codons N51I/C59R et 10% (5/50) au niveau du codon S108N. 

 

  

                                               

                                                     

                                          

                                          Dd2 Mut    7G8 Mut   Tm90 Sau    3D7 Sau 

                                                                                                              MLD 040 (Mix: sau/mut) 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Exemple de profils sauvage, mutant et mixte de quelques échantillons d’ADN au 

niveau du codon N51I du gène Pfdhfr 

Le pic Dd2 et 7G8 représente le profil mutant au niveau du codon N51I ;  

Le pic 3D7 et Tm90 représente le profil sauvage au niveau du codon N51I ; 

MLD 040 (échantillon de Tanzanie) présente deux pics : c’est un échantillon mixte (sauvage + 

mutant). 
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II.3. Comparaison entre PCR - RFLP et HRM  

Les données de génotypage des codons N51I, C59R et S108N au niveau du gène Pfdhfr 

ont été utilisées pour comparer la PCR-RFLP et la HRM. La technique qui avait détecté plus 

d’allèles mixtes, était considérée comme plus sensible.  

 Au Sénégal, une prévalence élevée d’allèles mutants a été observée au niveau des codons 

N51I, C59R et S108N pour les deux techniques avec peu de différences. Cependant, aucune 

infection mixte n’a été détectée par PCR-RFLP. Par contre, la HRM a pu détecter un taux 

d’infections mixtes.  

En Tanzanie, une prévalence élevée d’allèles mutants a été observée au niveau des codons 

N51I, C59R et S108N pour les deux techniques avec une différence significative uniquement 

au niveau du codon N51I (p= 0.0365). Cependant, la HRM avait détecté plus d’allèles mixtes 

au niveau des échantillons. Ainsi, la fréquence des infections mixtes détectées par HRM était 

plus élevée que celle obtenue par PCR-RFLP au niveau des codons N51I (p = 0,005) et C59R 

(Tableau IX).  

En résumé, nos résultats ont montré que la HRM était plus sensible que la PCR-RFLP 

pour la détection des infections mixtes. C’est ainsi que la HRM a été utilisée pour analyser les 

mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps dans les deux pays. 
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II.4. Prévalence des mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps par HRM au Sénégal et 

en Tanzanie  

L’analyse des mutations au niveau des gènes Pfdhfr (codons N51I, C59R et S108N) et 

Pfdhps (codons A437G, K540E, A581G et A613T/S) a donné des résultats interprétables. Le 

tableau X résume la prévalence des mutations au niveau de chaque codon pour les infections 

monoclonales, polyclonales (défini par le génotypage msp 1 et msp 2) et au niveau de la 

population globale. 

Pour le gène Pfdhps, aucune mutation n’a été retrouvée au niveau des codons K540E et 

A581G au niveau des deux pays. En outre, les résultats ont montré que les infections 

monoclonales étaient plus fréquentes au Sénégal. Cependant, la majorité des infections sont 

polyclonales en Tanzanie. Toutefois, la prévalence des allèles mutants était plus élevée au 

Sénégal qu’en Tanzanie au niveau des codons A437G (p=0,02), N51I (p=0,00024), C59R 

(p=0,0001) et S108N (p=0,01). 

La prévalence des allèles mixtes était plus élevée en Tanzanie qu’au Sénégal. Pour les 

infections monoclonales, les allèles mixtes étaient plus fréquents au niveau des codons N51I et 

C59R (p= 0,04). Pour les infections polyclonales, les allèles mixtes étaient significativement 

plus élevés au niveau des codons A437G (p= 0,02), N51I (p= 0,002), C59R (p = 0,008) et 

S108N (p = 0,04) (Tableau X).  

Par ailleurs, pour estimer le nombre d’allèles résistants chez un patient, nous avons 

combiné les résultats de génotypage des allèles des gènes Pfdhfr et Pfdhps avec ceux des gènes 

msp1 et msp2. Cette analyse nous a permis d’estimer le nombre d’allèles sauvages ou mutants 

présents dans chaque gène.  

En plus, les résultats de génotypage des gènes msp1 et msp2, ont montré qu’il y a eu plus 

d’infections polyclonales en Tanzanie (72%) qu’au Sénégal (54%), bien que la différence ne 

fût pas statistiquement significative (p= 0,06). De même, la Tanzanie avait une MOI 

significativement plus élevée (MOI = 2,06) qu’au Sénégal (MOI = 1,56) (p= 0,011) (Tableau 

XI).  

De façon globale, l’analyse des résultats a montré que la prévalence des mutations des 

gènes Pfdhfr et Pfdhps était plus élevée au Sénégal qu’en Tanzanie (Tableau X et XI).  

La simple mutation S108N (p = 0,01) et la double mutation (Pfdhfr C59R / S108N)         

(p= 0,005) étaient plus élevées au Sénégal. Par contre la triple mutation (Pfdhfr N51I / C59R / 

S108N) et la quadruple mutation (Pfdhfr N51I / C59R / S108N et Pfdhps A437G) étaient plus 

représentés en Tanzanie, mais la différence n’était pas significative (Tableau XII). La quintuple 

mutation n’a pas été trouvée dans les deux pays. 
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Tableau XI : Prévalence des mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps au Sénégal et en Tanzanie 

en fonction du nombre d’allèles par échantillon 

Le nombre de génotypes parasitaires par patient a été calculé pour estimer les fréquences 

d’allèles sauvages et mutantes dans les infections mixtes. Pour chaque codon nous avons estimé 

le nombre d’allèles sauvage et mutant après avoir déterminé par génotypage des gènes msp1 et 

msp2 le nombre d’allèles présent dans un échantillon. Cependant, si un patient, par exemple, 

présente une infection mixte avec 4 clones, le résultat a été défini comme indéterminé : car on 

peut avoir 1 type sauvage et 3 mutants ; ou 2 Sauvages et 2 Mutants ; ou 3 Sauvages et 1 Mutant. 

 Allèles Nombre d’allèles par génotype (%)  

 Sénégal Tanzanie P value 

 

Pfdhps 

A437 27/80 (33,75%) 42/103 (40,78%) 0,9729 

G437 45/80 (56,25%) 39/103 (37,86%) 0,0131 

Indéterminé 8/80 (10%) 22/103 (21,36%) 
 

 

Pfdhps 

K540 80/80 (100%) 103/103 (100%) >0,05 

E540 0/80 (0%) 0/103 (0%) >0,05 

Indéterminé 0/80 (0%) 0/103 (0%) 
 

 

Pfdhps 

A581 80/80 (100%) 103/103 (100%) >0,05 

G581 0/80 (0%) 0/103 (0%) >0,05 

Indéterminé 0/80 (0%) 0/103 (0%) 
 

 

Pfdhps 

A613 75/80 (3,75%) 100/103 (97,09%) 0,2713 

T/S613 2/80 (2,5%) 0/103 (0%) 0,1074 

Indéterminé 3/80 (3,75%) 3/103 (2,91%) 
 

 

Pfdhfr 

N51 0/80 (0%) 21/103 (20,39%) 0 

51I 77/80 (96,25%) 67/103 (65,05%) 0 

Indéterminé 3/80 (3,75%) 15/103 (14,56%) 
 

 

Pfdhfr 

C59 1/80 (1,25%) 32/103 (31,07%) 0 

59R 76/80 (95%) 56/103 (54,37%) 0 

Indéterminé 3/80 (3,75%) 15/103 (14,56%) 
 

 

Pfdhfr 

S108 0/80 (0%) 16/103 (15,5%) 0,0002 

N108 79/80 (98,75%) 87/103 (84,5%) 0,0096 

Indéterminé 1/80 (1,25%) 0/103 (0%) 
 

 Infections Polyclonales  27/50 (54%) 36/50 (72%) 0,0628 

 Multiplicité des infections 78/50 (1,56) 103/50 (2,06) 
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Tableau XII : Prévalence de la simple, double, triple, quadruple et quintuple mutation au 

Sénégal et en Tanzanie 

 Simple 

Mutation (%) 

Double 

Mutation (%) 

Triple 

Mutation (%) 

Quadruple 

Mutation (%) 

Quintuple 

mutation (%) 

Sénégal 20 22 44 52 0 

Tanzanie 2 2 48 58 0 

P value  0,01 0,005 0,84 0,7 0 

Les allèles mutants des gènes Pfdhfr et Pfdhps ont été combinés pour déterminer la Simple 

mutation (S108N), la double mutation (Pfdhfr C59R / S108N), la triple mutation (Pfdhfr N51I 

/ C59R / S108N), la quadruple mutation (Pfdhfr N51I / C59R / S108N et Pfdhps A437G) et la 

quintuple mutation (Pfdhfr N51I / C59R / S108N et Pfdhps A437G / K540E). 
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III. Discussion  

La résistance aux antipaludiques reste un obstacle majeur aux efforts d’élimination du 

paludisme dans les pays endémiques. Ainsi, le développement d’outils simples, rapides, fiables 

et flexibles, permettra d’identifier et de mieux suivre les marqueurs moléculaires associés à la 

résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques. Cette étude a évalué la sensibilité et 

la spécificité de la HRM par rapport à la PCR-RFLP dans la détection des infections à P. 

falciparum dans deux sites à endémicité et intensité de transmission distincte : Mlandizi 

(Tanzanie) et Thiès (Sénégal).  

La PCR-RFLP et la HRM peuvent classer les allèles comme type sauvage, type mutant 

ou mixte. 

Cependant, la PCR-RFLP est laborieuse, prend du temps et nécessite une enzyme de 

restriction spécifique pour chaque SNP. Cette méthode nécessite également la séparation des 

produits de PCR sur un gel, ce qui prend souvent des heures, augmente le risque de 

contamination et rend difficile le génotypage d’un grand nombre d’échantillons. En outre, 

l’interprétation des profils de digestion peut être subjective en cas d’une digestion sous-

optimale, d’une faible quantité d’ADN, de faibles produits de PCR. Par contre, la HRM est une 

méthode de génotypage Simple, rapide, précise, sensible et spécifique qui détecte des variations 

de séquences dans les produits de PCR. Cette technique peut également détecter des allèles 

mineurs dans une population de génotypes mixtes.  

Ainsi, dans cette étude la HRM a identifié plus de génotypes mixtes que la PCR-RFLP 

au niveau des codons N51I (p = 0,005), C59R et S108N en Tanzanie.  

Au Sénégal, un pays avec moins d’infections polyclonales, aucune infection mixte n’a 

été révélée par PCR-RFLP. Par contre, la HRM a pu détecter des infections mixtes, bien que la 

différence n’était pas statistiquement significative (Tableau IX). Comme la PCR-RFLP peut ne 

pas détecter des clones qui sont à faible fréquence dans une population mixte, en raison de la 

nature qualitative de la méthode, un allèle mineur pourrait facilement passer inaperçu. Par 

contre, la HRM a détecté des infections mixtes dans les deux populations, suggérant que la 

HRM est plus sensible que la PCR-RFLP dans la détection des sous-populations mineures. 

Cette capacité de la HRM à détecter des polymorphismes connus et nouveaux ainsi que sa 

précision, sa sensibilité et sa spécificité ont été décrites par des études antérieures 

(Andriantsoanirina et al., 2009 ; Gan et al., 2010 ; Cruz et al., 2010 ; Reed et al., 2004 ; 2007 ; 

Daniels et al., 2012).  

Par ailleurs, dans les pays comme le Sénégal avec peu d’infections polyclonales et une 

faible MOI, il peut ne pas y avoir de différence significative entre les deux techniques.                
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Par contre, une sensibilité et une capacité à détecter des allèles mineurs, est plus marquée 

dans les populations avec une forte prévalence d’infections polyclonales et une MOI plus élevée 

comme celle de la Tanzanie.  

Par conséquent, la HRM est la méthode la plus attrayante pour le génotypage des 

échantillons dans les deux pays, mais surtout dans les pays comme la Tanzanie caractérisée par 

une fréquence élevée d’infections mixtes. La capacité à détecter de rares et faibles fréquences 

des allèles de résistance aux médicaments est importante pour la surveillance de ces marqueurs 

lorsque la pression médicamenteuse s’applique et est susceptible de sélectionner de telles 

variantes.  

Etant donné que la HRM était considéré comme la méthode la plus sensible, elle a été 

exclusivement utilisée pour le génotypage des gènes Pfdhfr et Pfdhps afin de déterminer les 

profils de résistance aux médicaments dans les deux pays. 

Ainsi, la fréquence des allèles mutants au niveau des codons N51I, C59R et S108N du 

gène Pfdhfr et du codon A437G du gène Pfdhps, était élevée au Sénégal et en Tanzanie. Des 

fréquences élevées de mutations ont aussi été observées dans une étude menée à Dakar 

(Sénégal) (Wurtz et al., 2012) et en Tanzanie (Baraka et al., 2015). Ces prévalences de 

mutations élevées au niveau des gènes Pfdhfr et Pfdhps, observées dans notre étude, pourraient 

être expliquées par l’utilisation de la SP comme traitement de deuxième ligne contre le 

paludisme au Sénégal et en première ligne en Tanzanie au moment de la collecte des 

échantillons. En outre, la SP est utilisée pour le TPI chez les femmes enceintes. Elle est 

également utilisée en association avec l’amodiaquine pour la chimio-prévention du paludisme 

saisonnier chez les enfants au Sénégal depuis 2003. Il est possible que l’utilisation continue de 

la SP favorise la sélection de mutations dans ces zones, contribuant ainsi à la prévalence élevée 

des allèles mutants observés dans cette étude. Par contre, aucune mutation n’a été identifiée au 

niveau des codons K540E et A581G du gène Pfdhps au Sénégal et en Tanzanie. Par conséquent, 

la SP peut continuer à être utilisée pour le traitement préventif intermittent chez les femmes 

enceintes dans les deux pays. 

Par ailleurs, les mutations au niveau des codons N51I, C59R et S108N du gène Pfdhfr et 

du codon A437G du gène Pfdhps étaient plus fréquentes au Sénégal qu’en Tanzanie. En effet, 

il a été observé dans certaines études que les résistances émergent plus facilement dans les zones 

à faible transmission par rapport aux zones à forte transmission (White, 2004), ce qui est 

cohérent avec les résultats de cette étude.  

Cependant, un potentiel facteur de confusion pour les allèles résistants plus fréquents au 

Sénégal qu’en Tanzanie est la différence de la MOI entre les deux sites.  
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Comme beaucoup d’infections en Tanzanie sont polyclonales et contiennent une MOI 

élevée, il est possible que le nombre d’allèles mutants circulant dans la population soit sous-

estimé étant donné que les deux techniques PCR-RFLP et HRM peuvent classer les allèles 

comme type mutant ou sauvage mais ne peuvent pas déterminer le nombre d’allèles pour chaque 

génotype (elles donnent juste le profil de la population totale : tous sont de types sauvages, 

mutants, ou mixtes). Pour relever ce défi, les données de génotypage msp-1 et msp-2 ont été 

combinées avec le génotypage des allèles de résistance aux médicaments pour déterminer le 

nombre d’allèles de types sauvages ou mutants. 

Lorsque l’on tient compte de la fréquence des allèles sur la base du nombre d’allèles 

parasitaires, les résultats ne changent pas significativement car les allèles mutants sont encore 

plus élevés au Sénégal qu’en Tanzanie. 

Par ailleurs, les études rapportent des combinaisons de mutations au niveau des deux 

gènes Pfdhfr et Pfdhps comme un moyen de comparaison avec les directives de l’OMS, pour 

examiner la continuité de l’utilisation de la SP. Lors de la combinaison des allèles mutants, la 

simple mutation (Pfdhfr S108N) et la double mutation (Pfdhfr C59R / S108N) étaient 

significativement plus représentées au Sénégal qu’en Tanzanie avec respectivement p = 0,01 et 

p = 0,005. La triple et quadruple mutations n’étaient pas significativement différentes entre les 

deux sites, bien qu’elles soient élevées dans les deux pays. 

Il est encourageant de noter que la quintuple mutation, (Pfdhfr N51I / C59R / S108N et 

Pfdhps A437G / K540E) fortement associée à la résistance in vivo et in vitro à la SP en Afrique 

orientale et australe (Bwijo et al., 2003 ; Roper et al., 2003), n’a pas été observée dans notre 

étude. Cette absence de la quintuple mutation a été notée dans des études antérieures menées 

au Sénégal par Ndiaye et al. (Ndiaye et al., 2005 ; 2013) et Wurtz et al. (Wurtz et al., 2012). 

Cependant, une étude récente menée au Sénégal a trouvé un seul échantillon avec la quintuple 

mutation, soit une prévalence de 1,1% de la population (Boussaroque et al., 2016). À la lumière 

de ce résultat, une surveillance continue et constante des marqueurs moléculaires de résistance 

aux médicaments est essentielle. 
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Conclusion   

Ces résultats démontrent une sensibilité élevée du test HRM dans la détection des allèles 

mineurs par rapport à la PCR-RFLP dans des échantillons provenant de deux pays endémiques 

avec différents niveaux d’infections palustres.  

En somme, la Tanzanie a montré une MOI plus élevée par rapport au Sénégal. Les 

mutations au niveau du gène Pfdhfr étaient plus fréquentes parmi les échantillons du Sénégal 

qu’à ceux de la Tanzanie. 

Sur la base de la fréquence des allèles mutants et de l’absence de la quintuple mutation 

prédictive de la résistance à la SP dans ces populations, ces données indiquent que la SP reste 

efficace pour les TPIg et la CPS selon les recommandations de l’OMS. 
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ETUDE N°2 : Etude de la résistance 

de Plasmodium falciparum à partir de 

l’ADN extrait des TDR collectés au 

Sénégal et aux Comores 
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Introduction  

L’Organisation mondiale de la santé a recommandé des tests de diagnostic rapide (TDR) 

pour le diagnostic des cas suspects de paludisme. En effet, les TDR peuvent améliorer 

considérablement la qualité de la prise en charge des infections palustres, notamment dans les 

zones reculées ayant un accès limité à des services d’examens microscopiques de bonne qualité. 

En outre, les TDR qui ont l’avantage d’être simples d’usage, permettent de rendre les résultats 

dans un délai relativement court (moins de 20 minutes). Ces techniques sont basées sur la 

détection des antigènes spécifiques de Plasmodium spp dans le sang à partir d’anticorps 

monoclonaux spécifiques d’une ou de plusieurs espèces de Plasmodium. Les espèces 

plasmodiales détectées et stockées dans ces TDR, peuvent être extraites pour des études 

génétiques. Le fait d’avoir de l’ADN à partir des TDR pourrait rendre inutile la collecte 

d’échantillons de sang total ou de sang sur papier filtre. En plus, l’ADN obtenu des TDR 

pourrait également être utilisé pour le contrôle de la qualité des TDR déployés dans les sites 

endémiques.  

Les TDR créent une ressource précieuse pour la génomique, puisqu’il a été démontré que 

l’ADN peut être extrait à partir des TDR (Veron et al., 2006 ; Cnops et al., 2011 ; Ishengoma 

et al., 2011 ; Morris et al., 2013).  

Pour valider la faisabilité de l’extraction d’ADN à partir des TDR collectés sur le terrain, 

pour des études moléculaires, nous avons choisi deux marqueurs génétiques impliqués dans la 

résistance à la sulfadoxine-pyriméthamine (SP, Fansidar®) : les gènes Pfdhfr et Pfdhps.  

Bien que cette molécule ait connu une baisse relative de son efficacité thérapeutique, elle est 

actuellement utilisée au Sénégal pour le traitement préventif intermittent (TPI), chez les femmes 

enceintes et chez les enfants ; et aux Comores pour le TPI, uniquement chez les femmes 

enceintes.  

Si plusieurs études sur la prévalence des mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps résistants 

à la SP ont été faites au Sénégal (Ndiaye et al., 2005 ; Henry et al., 2006 ; Faye et al., 2011 ; 

Daniels et al., 2012 ; Ndiaye et al., 2013), en revanche peu d’études ont été réalisées aux 

Comores (Randrianarivelojosia et al., 2004 ; Tall et al., 2007 ; Rebaudet et al., 2010).  

Ainsi, les objectifs de cette étude étaient (1) d’évaluer la possibilité de l’extraction d’ADN 

à partir des TDR collectés sur le terrain, et (2) de déterminer les mutations des gènes Pfdhfr 

(S108N, N51I, C59R et I164L) et Pfdhps (A437G, S436F, K540E, A581G et A613T / S) au 

Sénégal et aux Comores, en utilisant la méthode de fusion à haute résolution ou (HRM). Par 

ailleurs, nous avons utilisé le génotypage du gène msp 1 et msp 2 comme outil, pour comparer 

la multiplicité des infections entre les deux pays. 
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I. Matériel et méthodes   

I.1. Site d’étude et de collecte des échantillons  

Les TDR utilisés pour cette étude ont été collectés en Grande Comore en 2012 et 2013, 

dans la ville de Moroni où la transmission du paludisme est hypo-endémique ; et dans deux 

autres villes, Mitsamiouli et Mbeni où la transmission du paludisme est respectivement méso-

endémique et méso voire hyperendémique (Rebaudet et al., 2010). 

Au Sénégal, les TDR ont été collectés à Thiès, au Service de Lutte Anti-Parasitaire 

(SLAP).  

 

I.2. Tests de diagnostics rapides et extraction de l’ADN parasitaire 

Au Sénégal, le test rapide SD BIOLINE (SD Bioline, 05FK50), qui détecte seulement le 

P. falciparum a été utilisé. Aux Comores, deux tests différents ont été utilisés : le test rapide 

pLDH / HRP2 Combo (accès Bio, PBX-KM30003) et le test rapide SD BIOLINE Ag Pf / Pan 

(SD Bioline, 05FK60).  

Pour l’extraction d’ADN, c’est la partie proximale de la membrane de nitrocellulose qui 

a été choisie, comme il a été décrit par Cnops et al. (2011). L’ADN a été extrait en utilisant le 

kit QIAamp DNA Mini (Qiagen), selon les recommandations fournies par le fabricant. Au total, 

204 échantillons (124 de la Grande Comore et 80 de Thiès) ont été extraits et génotypés. 

 

I.3. Génotypage des gènes Pfdhfr et Pfdhps par "High Resolution Melting" 

L’analyse des mutations des gènes Pfdhfr (au niveau des codons N51I, C59R, S108N et 

I164L) et Pfdhps (au niveau des codons S436F, A437G, K540E, A581G et A613T / S) a été 

faite par la méthode de fusion à haute résolution (HRM), en utilisant le Light Scanner LS-32, 

selon la méthodologie précédemment publiée par Daniels et al. (2012). Le protocole 

d’amplification des gènes Pfdhfr et Pfdhps a été décrite dans le chapitre 1.  

 

 I.4. Séquençage d’ADN  

Le séquençage (Sanger séquençage) du gène Pfdhps du codon 436/437, a été effectué en 

utilisant les amorces utilisées par Daniels (Daniels et al., 2012). 

 

 I.5. Génotypage des allèles des gènes msp 1 et msp 2 

Les régions polymorphes (bloc 2 de msp 1 et bloc 3 de msp 2) ont été amplifiées en 

utilisant la méthode de Snounou et al. (Snounou et al., 1999). Toutes les réactions de PCR ont 

été effectuées selon le même protocole utilisé dans le chapitre 1. 
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I.6. Analyses statistiques  

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le Z-test pour deux proportions de 

deux populations distinctes (disponible en ligne sur Epitools.ausvet.com), pour comparer la 

prévalence des allèles mutants entre les échantillons des Comores et du Sénégal. Le seuil de 

signifiance a été estimé à α = 0,05.  

 

II. Résultats   

II.1. Résultats de l’analyse de l’ADN extrait à partir des TDR 

L’ADN extrait à partir des TDR a été analysé par HRM et PCR nichée. Parmi les 204 

échantillons utilisés pour le génotypage des gènes Pfdhfr et Pfdhps, 201 échantillons ont donné 

un génotypage complet (124 pour la Grande Comore et 77 pour Thiès) et 3 échantillons ont été 

déclarés négatifs par HRM. 

 Pour le génotypage par PCR nichée des gènes msp1 et msp2, 200 échantillons ont été 

amplifiés avec succès (123 pour la Grande Comore et 77 pour Thiès) et 4 échantillons n’ont pas 

pu être amplifiés (Tableau XIII). 

 

Tableau XIII : Nombre de TDR ayant donné un résultat positif ou négatif après extraction 

Les Kits des TDR Nombre 

TDR 

HRMa 

positive 

HRMa 

négative 

PCRb 

positive 

PCRb 

négative 

Fragment 

de TDR 

SD BIOLINE malaria 

Rapid test pf 

 

80 

 

77 

 

3 

 

77 

 

3 

 

1/3 NC 

SD Bioline Malaria Ag 

Pf/Pan 

13 13 0 13 0 1/3 NC 

Malaria pLDH/HRP2 

Combo 

111 111 0 110 1 1/3 NC 

Total  204 201c 3 200 4     - 
a La méthode de HRM a été utilisée pour le génotypage des gènes Pfdhfr et Pfdhps.  
b La PCR nichée a été utilisée pour amplifier les gènes msp1 et msp2. 
c Pour les codons N51I/C59R, seulement 62 échantillons de Thiès et 96 échantillons de la 

Grande Comore ont donné un génotypage complet. 
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II.2. Prévalence des mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps à Thiès et en Grande 

Comore 

À Thiès, pour le gène Pfdhfr, 90% (54/60) des échantillons, avaient un allèle mutant I51 

/ R59 et 95,8% (68/71), un allèle mutant N108. Pour le gène Pfdhps, 1,33% (1/75) des 

échantillons, avait la mutation A613T et 53,9% (41/76) la mutation A437G. Au niveau du 

codon S436F, ce sont 12% (9/77) des échantillons qui avaient un allèle mutant F436. Cette 

mutation a été caractérisée par Daniels et al. (Daniels et al., 2012). Aucune mutation n’a été 

observée pour les codons I164L, K540E et A581G. En outre, nous avons trouvé par HRM de 

nouvelles mutations au niveau des codons S436F / A437G du gène Pfdhps (Figure 13 A). Ces 

mutations ont ensuite été confirmées par séquençage 436Y / 437A (Figure 14). 

En Grande Comore, 93,4% (115/123) des échantillons avaient l’allèle mutant N108, 

62,5% (60/96) avaient l’allèle mutant I51 et 69,8% (67/96) avaient l’allèle mutant R59 au 

niveau du gène Pfdhfr. Pour le gène Pfdhps, 29,8% (37/124) des échantillons avaient la 

mutation G437. Par contre, les autres codons I164L, K540E, A581G, A613T et S436F) avaient 

100% d’échantillons de type sauvage.  

En comparant les prévalences des mutations entre les deux pays, nous avons observé une 

différence significative pour le gène Pfdhfr au niveau des codons N51I (0,0001) et C59R (p = 

0,003) et pour le gène Pfdhps au niveau des codons S436F (p = 0,0001) et A437G (p = 0,0007).  

En outre, les prévalences des mutations obtenues au niveau des gènes Pfdhfr (codons 

N51I, C59R et S108N) et Pfdhps (codons S436F et A437G) étaient plus élevées à Thiès par 

rapport à la Grande Comore. 

La simple mutation S108N était présente dans 1,6% (2/122) des échantillons en Grande 

Comore. Par contre, cette simple mutation n'a pas été trouvée à Thiès. La prévalence de la 

double mutation (Pfdhfr C59R et S108N) était de 9% (6/67) à Thiès, et de 25,4% (31/122) en 

Grande Comore. Pour la triple mutation (Pfdhfr S108N, N51I, et C59R), les deux pays avaient 

des prévalences similaires: 44,3% (28/122) en Grande Comore et 42% (28/67) à Thiès. 

Cependant, la quadruple mutation (Pfdhfr S108N, N51I, C59R, et Pfdhps A437G) a été 

observée avec une fréquence de 28,7% (35/122) en Grande Comore et 49% (33/67) à Thiès. 

Pour la quintuple mutation (Pfdhfr S108N / N51I / C59R et Pfdhps A437G / K540E) aucune 

mutation n’a été trouvée dans les deux pays. En analysant ces combinaisons de mutations dans 

les deux pays, nous n’avons pas trouvé de différence significative pour la prévalence de la 

simple (p = 0,29) et de la triple mutation (p = 0,74). Par contre, une différence significative 

entre la prévalence de la double (p = 0,0063) et de la quadruple mutation (p = 0,0048) a été 

observée dans les deux pays (Figure 15).  
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Par ailleurs, pour les infections mixtes (allèle mutant et allèle sauvage) nous avons obtenu 

plus de mixtes en Grande Comore qu’à Thiès. Ainsi, pour le codon S108N, nous avons trouvé 

4 échantillons mixtes (3%) en Grande Comore et 3 mixtes (4%) à Thiès. Pour le codon A437G, 

il y avait 5 mixtes (4%) en Grande Comore et 2 mixtes (2,6%) à Thiès. Cependant, il n’y avait 

pas de différence significative entre les allèles mixtes du codon S108N du gène Pfdhfr (p = 

0,77) et du codon A437G du gène Pfdhps (p = 0,60). Par contre, pour les codons N51I / C59R 

une différence significative a été observée. En Grande Comore, 27 mixtes (28%) ont été 

observés, alors qu’à Thiès 6 mixtes (9%) ont été trouvés (p = 0,003). 
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Figure 13 : Présentation des pics des profils sauvages et mutants du gène Pfdhps 436/437. 

(A) Le pic 3D7 représente le profil sauvage au niveau du codon 436 et le profil mutant pour le 

codon 437. Le pic Dd2 représente le profil mutant pour les deux codons 436/437. Le pic HB3 

représente le profil sauvage des deux codons (436 et 437). Les pics 436A / 437A, correspondent 

aux mutations trouvées par Daniel et al. (2012) au Sénégal. Le pic 436Y / 437A est l’échantillon 

Th50RDT représentant la nouvelle mutation.  
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(B) Les pics C03 et C05 représentent des échantillons mixtes (mutants + sauvages). Le pic Dd2 

représente le profil mutant pour les deux codons 436/437. Le pic HB3 représente le profil 

sauvage des deux codons 436/437. Le pic 3D7 représente le profil sauvage au niveau du codon 

436 et le profil mutant pour le codon 437. 

A 

 

 

B 

 

 

  

Figure 14 : Séquençage de l’échantillon Th050. A : ADN ; B : l’acide aminé 

Le séquençage a été réalisé, pour confirmer le génotypage du nouveau profil obtenu à partir de 

la HRM. Après alignement des séquences des nucléotides, nous avons trouvé des nouvelles 

mutations 436Y / 437A du gène Pfdhps. Le codon TAT correspondant à la tyrosine (Y) et le 

codon GCT correspondant à l’alanine (A). 

 
Figure 15 : Prévalence de la simple, double, triple, quadruple et quintuple mutation, aux 

Comores et au Sénégal. La prévalence de la simple mutation a été déterminée en comptant le 

nombre des mutants présents seulement au niveau du codon S108N. La double (S108N / C59R), 

la triple (N51I / C59R / S108N), la quadruple (N51I / C59R / S108N / A437G) et la quintuple 

(N51I / C59R / S108N / A437G / K540E) mutation, ont été aussi déterminées de la même façon. 

3D7  MFEMINEGASVIDIGGESSGPFVIPNPKISERDLVVPVLQLF 

      :::::::::::::::::: .:::::::::::::::::::::: 

 TH50 MFEMINEGASVIDIGGESYAPFVIPNPKISERDLVVPVLQLF 

 

 

3D7   TTATAGATATAGGTGGAGAATCCTCTGGTCCTTTTGTTATACCTAAT 

      :::::::::::::::::::::::: :::::::::::::::::::::: 

TH50  TTATAGATATAGGTGGAGAATCCTATGCTCCTTTTGTTATACCTAAT 
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II.3. Résultats du génotypage des gènes msp 1 et msp 2  

Etant donné que les deux pays ont des niveaux d’endémicité différents, nous avons 

amplifiés les gènes msp1 et msp2 pour déterminer la multiplicité des infections (MOI) dans les 

deux pays. A Thiès, les infections polyclonales étaient présentes dans 36 échantillons (64,2%). 

La multiplicité des infections (MOI) était de 1,57. 

En Grande Comore, 42 échantillons (43,7%) présentaient l’infection polyclonale. La 

multiplicité des infections (MOI) était de 1,47. 
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III. Discussion 

Cette étude a évalué la faisabilité de l’extraction de l’ADN à partir des TDR collectés sur 

le terrain et la fréquence des marqueurs associés à la résistance à la sulfadoxine-Pyriméthamine 

à Thiès (Sénégal) et en Grande Comore (Comores).  

En effet des études antérieures ont montré qu’il est possible d’extraire de l’ADN 

plasmodial à partir des TDR (Veron et al., 2006 ; Cnops et al., 2011 ; Ishengoma et al., 2011 ; 

Morris et al., 2013). Cependant, il existe de nombreux facteurs qui peuvent influencer 

l’efficacité de l’extraction d’ADN à partir des TDR. Parmi ces facteurs, il y a le volume de sang 

à utiliser et les conditions de stockage, qui peuvent différer d’un milieu à un autre. Un autre 

facteur à considérer, est la proportion d’ADN humain par rapport à l’ADN du 

Plasmodium, puisque la capacité d’un TDR à détecter des antigènes spécifiques du 

Plasmodium, dépendra de la concentration de l’ADN plasmodial. 

Compte tenu de toutes ces contraintes, nous avons cherché à savoir si effectivement les 

TDR collectés sur le terrain, peuvent servir de source d’ADN pour des études génomiques. Une 

telle investigation serait utile surtout chez des populations où des échantillons de sang total ou 

de papiers filtres ne sont pas disponibles ou difficiles d’accès. Notre étude confirme l’intérêt de 

l’utilisation des TDR comme sources de matériel génétique, pour effectuer des études 

moléculaires.  

Ainsi, pour déterminer la faisabilité d’une étude génomique à partir de l’ADN extrait des 

TDR, nous avons utilisé la méthode HRM pour déterminer la prévalence des mutations des 

gènes Pfdhfr et Pfdhps et la PCR nichée pour déterminer la multiplicité des infections (MOI) à 

partir des gènes msp1 et msp2. Les résultats obtenus par le génotypage des gènes msp1 et msp2, 

nous ont permis de comparer la MOI entre la Grande Comore (où le paludisme est méso voire 

hyper-endémique) et Thiès (où le paludisme est hypo-endémique). Une différence non 

significative a été observée, bien que la transmission du paludisme soit plus élevée en Grande 

Comore, par rapport à Thiès. 

Nous avons trouvé une nouvelle mutation (436Y / 437A) au niveau du gène Pfdhps dans 

un échantillon de Thiès (Figure 13A).  

Par ailleurs, en comparant nos résultats obtenus à Thiès à partir de l’ADN des TDR, avec 

ceux obtenus par Daniels et al. (Daniels et al., 2012), à partir de l’ADN extrait des papiers 

filtres collectés à Thiès, nous avons trouvé des fréquences de mutations similaires pour le gène 

Pfdhfr au niveau des codons N51I, C59R et S108N et pour le gène Pfdhps au niveau du codon 

A437G.  
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Cependant, très peu d’étude sur ces marqueurs moléculaires ont été réalisées aux Comores 

(Rebaudet et al., 2010 ; Tall et al., 2007). Ainsi, dans notre étude nous avons également trouvé 

des prévalences élevées de mutations au niveau des codons N51I (62,5%), C59R (69,76%) et 

S108N (93%) du gène Pfdhfr et du codon A437G (29,8%) du gène Pfdhps. 

Cette prévalence élevée des mutations aux Comores pourrait être expliquée par 

l’utilisation de la SP pour le TPIg et pour le traitement du paludisme simple (RPP, 2011). Une 

autre explication pourrait être l’utilisation massive de la triméthoprime-sulfaméthoxazole 

(Cotrimoxazole® ou Bactrim) aux Comores. Ce médicament, similaire à la SP a la possibilité 

de sélectionner des mutants qui lui sont résistants (Anglaret et al., 2001 ; Whitty et al., 2002).  

Par ailleurs, la quintuple mutation Pfdhfr 51I / 59R / 108N + Pfdhps 437G / 540E, qui est une 

mutation fortement associée à l’échec clinique de la SP (Talisuna et al., 2004 ; McCollum et 

al., 2012) n’a été observée, ni en Grande Comore ni à Thiès, au Sénégal. Par conséquent, la SP 

peut continuer à être utilisée pour le TPIg comme il a été recommandé par l’OMS (OMS, 2009). 

Ces résultats suggèrent que le suivi de la résistance à la SP aux Comores, doit être une priorité. 

 

Conclusion  

Nous avons montré que l’ADN extrait des TDR, peut être une source utile pour des études 

moléculaires et génétiques. L’ADN extrait des TDR peut également être une alternative lorsque 

le sang séché sur des papiers filtres ou le sang veineux n’est pas disponible ou difficile d’accès. 

Par ailleurs, des prévalences de mutations élevées ont été trouvées au niveau des gènes Pfdhfr 

et Pfdhps. Il est important de continuer la surveillance de la résistance de P. falciparum face 

aux médicaments antipaludiques, au Sénégal et aux Comores.  
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ETUDE N°3 : Changements 

temporels de Plasmodium falciparum 

reticulocyte binding protein 

homologue 2b (PfRh2b) au Sénégal et 

en Gambie 
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Introduction  

Malgré les efforts considérables et les progrès importants en matière de prévention et de 

lutte contre le paludisme, l’infection à Plasmodium falciparum demeure un défi majeur pour la 

santé mondiale. Cela est dû à plusieurs facteurs y compris la résistance aux insecticides chez 

les anophèles vecteurs, l’émergence et la propagation rapide de souches résistantes aux 

antipaludiques et surtout l’absence d’un vaccin efficace. Par conséquent, la mise au point d’un 

vaccin efficace contre le paludisme reste essentielle pour l’élimination du paludisme.  

Cependant, les efforts déployés pour développer un vaccin antipaludique ont été entravés 

par une diversité génétique considérable chez les populations de parasites et une immunité 

variable contre certains allèles chez les populations humaines (Genton et al., 2002 ; Takala et 

al., 2006). La caractérisation du polymorphisme génétique des principaux antigènes vaccinaux 

de P. falciparum permettra une meilleure compréhension de l’évolution moléculaire des 

populations de parasites qui pourrait influer sur l’efficacité des futurs vaccins (Neafsey et al., 

2015).  

Les protéines PfRh sont exprimées à la surface apicale du mérozoïte invasif (Persson et 

al., 2008 ; Dvorin et al., 2010 ; Gunalan et al., 2011 ; Sahar et al., 2011) et sont impliqués dans 

la formation de la jonction serrée entre le parasite et la membrane du globule rouge (Tham et 

al., 2012). Pour leurs implications comme potentiels candidats vaccins, plusieurs études se 

penchent sur l’immunité et la diversité de la famille des protéines PfRh (Persson et al., 2008 ; 

Tham et al., 2012 ; Dent et al., 2008 ; Ahouidi et al., 2010 ; Reiling et al., 2010 ; Taylor et al., 

2002 ; Bei et al., 2007). Il existe cinq gènes PfRh fonctionnels: le P. falciparum réticulocyte 

Binding protein homolog 1 (PfRh1) (Rayner et al., 2001 ; Gao et al., 2008), PfRh2a, PfRh2b 

(Rayner et al., 2000 ; Triglia et al., 2001 ; Duraisingh et al., 2003), PfRh4 (Kaneko et al., 2002 ; 

Stubbs et al., 2005) et PfRh5 (Hayton et al., 2008 ; Baum et al., 2009 ; Rodriguez et al., 2008). 

PfRh2a et PfRh2b, sont des médiateurs importants de l’invasion parasitaire. Des études de 

knock-out de gènes ont montré que PfRh2a est impliqué dans une voie d’invasion indépendante 

de l’acide-sialique (Desimone et al., 2009). PfRh2b intervient dans l’invasion en interagissant 

avec un récepteur érythrocytaire Z sensible à la chymotrypsine (Cowman et al., 2006). Ces 

protéines induiraient des anticorps bloquant l’invasion et seraient de bons candidats pour le 

développement d’un vaccin en combinaison avec d’autres ligands (Reiling et al., 2010 ; Triglia 

et al., 2011). Cependant, ils diffèrent structurellement à l’extrémité c-terminal. 

La région c-terminale du gène PfRh2b présente un grand polymorphisme structural (une 

délétion de 558 pb).  
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Cette délétion a été observée à des fréquences élevées chez des isolats de terrain de 

différentes régions d’Afrique et du monde (Jennings et al., 2007 ; Lantos et al., 2009 ; Ahouidi 

et al., 2010).  

En effet, la prévalence de cette délétion a été caractérisée pour la première fois en 2006 

au Sénégal (Ahouidi et al., 2010). Cependant la prévalence et l’évolution de la délétion en 

PfRh2b au cours du temps reste inconnues.  

En outre, des études antérieures menées à Thiès, ont montré que les marqueurs SNP 

"Single Nucleotide Polymorphism" peuvent déterminer de manière sensible les changements 

temporels de la diversité génétique de P. falciparum (Daniels et al., 2013). En effet, il existe 

une grande diversité à travers le génome, principalement au niveau des gènes exposés à la 

surface du parasite et des érythrocytes, y compris les ligands d’invasion. Ces ligands sont une 

cible des réponses immunitaires et demeure essentiel pour le développement d’un vaccin contre 

le stade sanguin (Richards et al., 2009 ; Osier et al., 2014). Par conséquent, la compréhension 

des changements temporels au niveau des fréquences des variantes alléliques chez les potentiels 

candidats vaccins est d’une importance majeure, car ces changements pourraient affecter 

l’efficacité du vaccin.     

Ainsi, l’objectif général de cette étude était de caractériser l’évolution de la prévalence 

de la délétion en PfRh2b au Sénégal et en Gambie en fonction du temps.  

Les objectifs spécifiques étaient :  

- De déterminer la prévalence de la délétion en PfRh2b à Thiès (au Sénégal) de 2007 à 

2013 et à Brikama (en Gambie) de 1984 à 2013 ;  

- De déterminer la prévalence de la délétion en PfRh2b en fonction de l’âge dans chaque 

site ;  

- D’estimer la différenciation temporelle du polymorphisme en PfRh2b à Thiès et à 

Brikama ;  

- De voir s’il existe un lien entre le polymorphisme en PfRh2b et une empreinte génétique 

spécifique du parasite.  
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I. Matériel et méthodes  

I.1. Sites d’étude et collecte des échantillons 

Les échantillons de sang d’individus infectés par P. falciparum, ont été collectés lors des 

études antérieures menées à Thiès de 2007 à 2013 au SLAP et à Brikama de 1984 à 2013. A 

Thiès, le paludisme est hypo-endémique et sa transmission est assurée par Anopheles gambiae 

et Anopheles arabiensis. A Brikama, la transmission du paludisme est saisonnière et est assurée 

par Anopheles arabiensis, An. gambiae et An. melas (Betson et al., 2009 ; Caputo et al., 2008).  

Au total, 1380 échantillons d’ADN ont été analysés (849 de Thiès et 531 de Brikama).  

Ces études ont reçu l’approbation du comité d’éthique institutionnel de l’école de santé 

publique de Harvard, du Comité d’éthique du ministère de la santé du Sénégal et des Comités 

d’éthiques du gouvernement gambien et du MRC. Un consentement éclairé écrit a été obtenu 

directement des sujets adultes et des parents ou autres tuteurs légaux de tous les enfants 

participants. 

 

I.2. Extraction d’ADN 

L’ADN parasitaire a été extrait du sang total ou du papier filtre à l’aide de QIAmp DNA 

Mini (Qiagen, Valencia, ca, USA) suivant les instructions du fabricant.  

 

I.3. Génotypage des allèles du gène PfRh2b 

Nous avons utilisé la PCR semi-nichée pour amplifier le gène PfRh2b, selon la 

méthodologie décrite précédemment par Ahouidi et al., (2010). Cette méthode consiste à une 

série consécutive de deux réactions de PCR qui utilise deux amorces sens différentes et une 

amorce anti-sens. L’ADN génomique de P. falciparum, obtenu après extraction, a été amplifié 

en utilisant le protocole décrit dans le tableau XVI. 

Un contrôle positif (souche de laboratoire 3D7 de P. falciparum) et un control négatif 

(eau bidistillée stérile) ont été inclus dans chaque réaction de PCR. Le produit d’amplification 

est révélé après migration électrophorétique sur gel d’agarose (1%) contenant 3 µl de bromure 

d’éthidium (BET) dans un tampon TBE à 1%. La taille des produits de PCR a été estimée en 

utilisant le marqueur d’échelle d’ADN le “Gene Ruler 100 pb” (Quick Load®, 100 pb DNA 

Ladder). 
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Tableau XIV : Programme et volume réactionnel de la première et deuxième amplification du 

gène PfRh2b 

Première amplification du gène PfRh2b 

Séquence des amorces pour la 1ère PCR Programme de la 1ère amplification 

 

Amorce sens : PfRh2b DELF1 : 5’-TAA 

TGA TAT AAA GGA TCT TGG TGA-3’ 

 

Amorce anti-sens : PfRh2b DELR : 5’-GTT 

ATG GTT TGA ATA CCT TTCA-3’ 

1. 94°C ………………………… 2 min 

2. 94°C ………………………… 20 s 

3. 55°C ………………………… 20 s 

4. 60°C…………………………. 2 min 

5. Retour à l’étape 2 et répéter 30 fois  

6. 70°C………………………….10 min 

7. 22°C …………….................... infini 

Volume réactionnel : H2O : 11 µl ; Gotaq : 6 µl ; F1 : 1 µl ; R : 1 µl ; ADN (extrait à 

partir de sang total ou du papier filtre) : 1 µl 

Volume total = 20 µl 

 

Deuxième amplification du gène PfRh2b 

Séquence des amorces pour la 2ème PCR Programme de la 2ème amplification 

 

Amorce sens : PfRh2b DELF2 : 5’-GGA 

TAA AAT ACT AGA AAG TGA-3’ 

 

Amorce anti-sens : PfRh2b DELR : 5’-GTT 

ATG GTT TGA ATA CCT TTCA-3’ 

1. 94°C ……………………….. 2 min 

2. 94°C ……………………….. 20 s 

3. 55°C………………………..  20s 

4. 60°C…………….…………... 2 min 

5. Retour à l’étape 2 et répéter 30 fois  

6. 70°C…………………………10 min 

7. 22°C …………………………infini 

Volume réactionnel : H2O : 10 µl ; Gotaq : 6 µl ; F2 : 1 µl ; R : 1 µl ; ADN (produit de la 

première amplification) : 2 µl 

Volume total = 20 µl 

 

I.4. Génotypage des SNP par la méthode "barcoding"  

Parmi les échantillons de Thiès, 580 ont été précédemment génotypés à l’aide de la 

méthode "barcoding" par Daniels et al. (Daniels et al., 2015). Ces échantillons ont été utilisés 

pour voir s’il existe une association entre le polymorphisme du gène PfRh2b et un code-barres 

spécifique du parasite.  
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I.5. Analyses Statistiques 

Pour chaque année, pour inclure les isolats de génotype mixtes, la prévalence de chaque 

allèle de PfRh2b (PfRh2b délétion et PfRh2b full-length) a été calculée comme suit : (nombre 

d’isolats de l’allèle PfRh2b + (0.5 * nombre d’isolats mixtes)) / nombre total d’isolats (Ahouidi 

et al., 2010).  

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel STATA, version 15. Nous avons 

utilisé le test chi 2 de tendances pour déterminer si les différences de fréquence au cours des 

années étaient statistiquement significatives. Les différences entre les groupes d’âge ont été 

évaluées à l’aide du test U de Mann-Whitney. L’indice de fixation de Wright (Fst) a été 

également calculé pour évaluer le degré de différenciation génétique du polymorphisme en 

PfRh2b à Thiès et à Brikama au fil du temps. Cette indice Fst a été utilisé par comme 

précédemment décrite (Drakeley et al., 1996). 
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II. Résultats  

II.1. Résultats de la PCR semi-nichée  

 Tous les échantillons utilisés ont été amplifiés et analysés avec succès pour le gène 

PfRh2b. Cette amplification nous a permis de détecter la présence de la délétion à 558 pb et du 

fragment entier ou "full-length" à 1111 pb (figure 16). Nous avons ensuite déterminé, pour 

chaque année, le nombre de parasites ayant la forme "full-length", la forme délétée et ayant les 

deux allèles à la fois (mixtes) (Tableau XV). L’analyse de ces résultats nous a permis de 

déterminer la prévalence de la délétion et de suivre son évolution au cours du temps (figure 17).  

 

 
 

Figure 16 : Photographie du gel du produit de la deuxième amplification de quelques 

échantillons. 

TH21 = isolats de Thiès, patient n° 21 ; Del = présence de la délétion ; full = séquence complète;  

Mix = délétion et séquence complète de PfRh2b ; PM = Poids moléculaire ; Pb= paire de bases 
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Tableau XV : Résultats du génotypage du gène PfRh2b à Thiès et à Brikama 

 

Sites 

 

Années 

 

N 

Allèles 

PfRh2bDel (n)  PfRh2bfull (n)  Mix (n) 

THIÈS 

 

 

 

 

 

 

Total 

2007 

2008 

2009 

2010 

2011 

2012 

2013 

 

127 

118 

102 

114 

121 

141 

126 

849 

78 

75 

58 

41 

43 

57 

43 

36 

39 

41 

67 

74 

75 

73 

13 

4 

3 

6 

4 

9 

10 

BRIKAMA 

 

 

 

 

 

 

Total 

1984 

2005 

2007 

2008 

2010 

2012 

2013 

56 

75 

99 

120 

45 

53 

63 

531 

26 

49 

44 

77 

15 

42 

33 

17 

20 

49 

38 

15 

7 

23 

13 

6 

6 

5 

5 

4 

7 

Colonne N montre le nombre d’échantillons analysés ; n = nombre d’échantillons pour chaque 

allèle ; PfRh2bdel= présence de la délétion ; PfRh2bfull= séquence complète ;  

Mix= présence des deux allèles (PfRh2bdel / PfRh2bfull) 

 

II.2. Evolution de la prévalence de la délétion en PfRh2b chez des isolats de terrain 

provenant de Thiès et de Brikama 

La prévalence de la délétion a été déterminée en incluant les mixtes selon la formule 

décrite précédemment par Ahouidi et al. (Ahouidi et al., 2010). A Thiès, la prévalence de la 

délétion a considérablement diminué, passant de 66,54% en 2007 à 38,1% en 2013 (p < 0,0001). 

Cette baisse n’était pas homogène avec la présence d’un pic en 2012, où la forme ayant la 

délétion en PfRh2b était présente dans 43,62% des infections (figure 17A).  

Par contre, à Brikama, une variation temporelle de la prévalence de la délétion en PfRh2b 

a été observée entre 1984 et 2013. Celle-ci a augmenté entre 1984 (58,04%) et 2005 (69,33%) 

(p=0,03), puis a diminué en 2007 (47,47%) (p= 0,004).  
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Entre 2007 et 2012, la prévalence de cette délétion a augmenté significativement, passant 

de 47,47% à 83,02% (p= 0,00005) et enfin elle a diminué significativement à 57,94% en 2013 

(p= 0,001) (figure 17 B).  

Comme les infections mixtes sont rares dans les populations endémiques, la fréquence 

des parasites avec et sans la délétion (mixtes) a été déterminée. Ainsi, à Thiès les infections 

mixtes étaient plus élevées en 2007 (0,10) et plus faible en 2009 (0,02). A Brikama, il y avait 

plus d’infections mixtes en 1984 (0,023) et moins de mixtes en 2008 (0,04) (Tableau XV). 

Globalement, nous avons observé une diminution significative de la prévalence de la 

délétion en PfRh2b de 2007 à 2013 à Thiès (P < 0,0001) et une fluctuation de celle-ci de 1984 

à 2013 à Brikama.  
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Figure 17 : Evolution de la délétion en PfRh2b à Thiès (A) et à Brikama (B) 

Figure montrant la variation de la prévalence de la délétion en PfRh2b au cours du temps.  

(A) Une diminution de la délétion en PfRh2b de 2007 à 2013 a été notée. (B) Une fluctuation 

de cette délétion en PfRh2b de 2007 à 2013 a été observée ; N = nombre d’isolats  
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II.3. Prévalence de la délétion en PfRh2b selon l’âge à Thiès et à Brikama 

La présence de la délétion à haute fréquence dans la population générale et l'acquisition 

d’anticorps d’une manière dépendante de l’âge contre la région C-terminale de PfRh2b 

(Ahouidi et al., 2010), ont soulevé l’intérêt de déterminer la prévalence de la délétion par groupe 

d’âge pour voir si la délétion serait plus fréquente chez les adultes puisqu’ils ont été plus 

exposés au paludisme. 

Ainsi, parmi les 1380 isolats de P. falciparum testés, 934 (651 de Thiès et 283 de 

Brikama) ont été analysés pour déterminer la prévalence de cette délétion en fonction de l’âge. 

L’age médian était utilisé pour diviser chaque population en deux groupes numériquement 

égaux.   

À Thiès, étant donné que notre population d’étude était principalement composée 

d’adultes (62%), l’âge médian des 651 patients était de 18 ans. Ainsi, les parasites ayant la 

délétion en PfRh2b étaient moins fréquents chez les enfants par rapport aux adultes (figure 

18A). À l’aide du test U de Mann-Whitney, nous avons observé une différence significative de 

la présence de cette délétion entre ces groupes d’âge (p= 0,038). 

Par contre, À Brikama, l’étude portait sur des enfants (âgés de moins de 16 ans) ; l’âge 

médian des 283 patients était de 5 ans. La délétion en PfRh2b était plus fréquente chez les jeunes 

enfants comparés aux enfants plus âgés, mais la différence n’était pas significative par le test U 

de Mann-Whitney (p= 0,316) (figure 18B).  
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Figure 18 : Fréquence de la délétion en PfRh2b selon l’âge à Thiès (A) et à Brikama (B). Une 

variation de la présence de la délétion en PfRh2b en fonction de l’âge a été observée. A Thiès, 

une différence significative de la présence de cette délétion a été notée (p = 0,038). Par contre, 

à Brikama, nous n’avons pas noté de différence significative (p = 0,316).  

p= valeur de p ; N= nombre d’isolats ; Del= isolats avec la délétion ; Full-length = isolats avec 

la séquence complète. 

P= 0,038 

P= 0,316 
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II.4. Différenciation temporelle du polymorphisme en PfRh2b chez des populations 

de parasites du Sénégal et de la Gambie  

La diversité génétique chez des populations parasitaires est un réel obstacle à la validation 

d’un potentiel candidat vaccin. Dans cette étude, la différenciation génétique du gène PfRh2b à 

Thiès et à Brikama a été estimée en calculant l’indice de fixation de Wright (Fst) à partir des 

fréquences alléliques de ce locus en fonction des années. 

Ainsi, à Thiès, la valeur de Fst obtenue de 2007 à 2013 était élevée (0,09). Par contre, la 

valeur Fst obtenue à Brikama de 1984 à 2013 était faible (0,057), ce qui suggère une 

différenciation génétique moindre de ces allèles dans cette zone au cours du temps (Tableau 

XVI). 

 

Tableau XVI : Fréquences des allèles utilisées pour calculer Fst en fonction des années 

 THIES BRIKAMA 

Années PfRh2bdel PfRh2bfull Diversité 

génétique h 

PfRh2bdel PfRh2bfull Diversité 

génétique h 

1984 - - - 0,58 0,42 0,487 

2005 - - - 0,69 0,31 0,428 

2007 0,67 0,33 0,442 0,47 0,53 0,498 

2008 0,65 0,35 0,455 0,66 0,34 0,449 

2009 0,58 0,42 0,487 - - - 

2010 0,39 0,61 0,372 0,73 0,27 0,394 

2011 0,37 0,63 0,466 - - - 

2012 0,44 0,56 0,493 0,83 0,17 0,282 

2013 0,38 0,62 0,471 0,58 0,42 0,487 

Moyenne 0,497 0,503 0,455 0,648 0,351 0,432 

 Fst = 0,09 Fst = 0,057 

 

PfRh2bdel= isolats avec la délétion en PfRh2b ; PfRh2bfull= isolats avec la séquence complète 

de PfRh2b.  
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II.5. Prévalence de la délétion de PfRh2b chez les isolats regroupés selon le code-

barres moléculaire  

Il a été observé à Thiès que le parasite ayant subi diverses pressions telles que les 

pressions médicamenteuse et immunitaire, s’est adapté en évoluant vers plus de parasites 

génétiquement identiques (Daniels et al., 2012). Il est également supposé que le parasite ayant 

initialement la séquence complète de PfRh2b, s’est adapté en présentant la délétion suite aux 

différentes pressions. Pour tester l’hypothèse selon laquelle, le parasite ayant la délétion peut 

être lié à un code-barres spécifique, nous avons déterminé la prévalence de la délétion selon le 

code-barres. 

 Parmi les échantillons analysés pour le polymorphisme du gène PfRh2b, 580 de Thiès 

avaient été précédemment génotypés à l’aide du code-barres moléculaire de 24 SNP (Daniels 

et al., 2015) et les résultats ont été classés en deux groupes : un groupe nommé "clusters", qui 

comprend les parasites ayant une similitude avec au moins un autre isolat dans leurs séquences 

nucléotidiques et un groupe appelé "uniques" regroupant des parasites avec un code-barres SNP 

unique. Ainsi, 41,73% (242/580) des échantillons appartenaient au groupe "clusters" et 58,27% 

(338/580) étaient dans le groupe "uniques" (Tableau XVII). Aucune différence significative de 

la fréquence de la délétion en PfRh2b entre le groupe des "clusters" et le groupe "uniques", n’a 

été trouvée (p = 0,5014).  

Concernant les 338 isolats ayant des codes-barres uniques, 166 (49,11%) avaient la 

délétion et 172 (50,89%) avaient la séquence complète. Par conséquent, les deux allèles 

(PfRh2bdel et PfRh2bfull) avaient une distribution similaire dans le groupe "uniques" (Tableau 

XVII).  

 En outre, les 242 isolats appartenant au groupe "clusters" ont été également analysés pour 

déterminer la fréquence des allèles du gène PfRh2b. Dans ce groupe, 62 sous-groupes distincts 

ont été identifiés, pour voir si les parasites ayant le même code-barres (c’est-à-dire la même 

séquence nucléotidique) présentaient la délétion ou la séquence complète du gène PfRh2b. Les 

résultats ont montré que 20 sous-groupes haplotypes "clusters" n’avaient que la délétion, 24 

sous-groupes avaient la séquence complète et enfin 18 sous-groupes étaient des parasites ayant 

la délétion et la séquence complète (Tableau XVII).  

 Par ailleur, l’analyse des résultats a montré que le nombre d’échantillons est différemment 

distribué dans chacun des 20 haplotypes clusters ayant uniquement la délétion en PfRh2b. Cette 

distribution variait également au cours du temps (Tableau XVIII).  
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 En plus, l’évolution dans le temps des 20 haplotypes clusters contenant uniquement la 

délétion a montré une diminution de la prévalence de PfRh2bdel de 2008 à 2010 et une légère 

augmentation entre 2010 et 2013 (figure 19).  

 Etant donné que certains haplotypes clusters ayant uniquement la délétion ont un nombre 

limité d’échantillons, les plus importants (c’est-à-dire les haplotypes "clusters" 4 et 16) ont été 

suivis au fil du temps (figure 20). Ainsi, l’haplotype "cluster" 4, a été trouvé en 2008 (n= 12) et 

en 2009 (n= 3), mais n’était pas présent les autres années. L’haplotype "cluster 16" n’était 

présent qu’en 2011 (n= 1) et 2012 (n= 6) (figure 21).  

 L’analyse de ces résultats au fil du temps suggère que la fréquence de la délétion en 

PfRh2b est liée à la présence de certains haplotypes "clusters" dans cette population. 

  

Tableau XVII : Prévalences des allèles du gène PfRh2b, des haplotypes "clusters" et des codes-

barres "uniques" chez les isolats de Thiès 

Haplotype Clusters Codes-barres Moléculaires N 

(%) 

N 

(isolats) 

PfRh2b 

del 

PfRh2b 

Full 

Haplotype cluster 36 CACTGCAGACCGCACCCAAGCCTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 38  CACTCGAGATCGTCACCACGCTTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 45 TATTCCGGTCCGTCCCCTCGCTTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 51 TACTCCGGTTCGCACACACGACTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 49 TATTCGAAATCGCACCCTAGATTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 48 TACTCCAGTCCATACACACGATTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 46 TACTGCAGATTGTACCCAAAACTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 57 CACTGCGGATTGTACCTAAGACTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 54 CGCTCCAGACTACACCCTAAACTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 53 TACTCCGGATTGTCACCAAGACTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 59 TACTCCGGTTTATACCTTAGACTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 61 TACCGGAGTCCGTACCTAAGCCTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 15 TACTCCGGTTCGTAAACTCGCCTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 63 TACTCCAGACCGCCCCTAAAATTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 9 TATTCCAGATXGCAACTTCGACTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 62 TACTCGAGACTGCNCATACACTTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 13 TACTCGAAACTXCCCATAAGCTTG 0,345 2 0% 100% 
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Haplotype Clusters Codes-barres Moléculaires N 

(%) 

N 

(isolats) 

PfRh2b 

del 

PfRh2b 

full 

Haplotype cluster 68 TACCCCGGACCACCAATAAGACTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 69 TACTGGGATCCGCACCTAAGACTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 67 CACTCCGGATTGCCACTTAGATTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 70 TATTCCGGACXACACACTAGCTTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 22 TACTCCGGATCGCACCCTAGATTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 74 TACTCCAGACTATCCATTCGATTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 71 CACTCGGGATTXCCACTAAGCTTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 80 CATTCCAGTCCXCCAATAAGATTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 72 TATTGGGGATCGCAACCAAGATTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 77 TACTGGAGTCCGTACCTTAGCTTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 97 CACTCGAAATXATACCTTAGCTTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 87 TACTCGGGTCTATAAATAAGACTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 89 TACTCGAGTTTATACCTTAGACTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 92 TATTGCAGTCCXCAAATAAGCTTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 84 CACTCCAGTCCACCACNTAGATTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 96 TATTCCAGACCGCACATTAGCCTG 0,345 2 50% 50% 

Haplotype cluster 93 TACTCCAGTCCGTCACTTAGACTG 0,345 2 100% 0% 

Haplotype cluster 44 TACTCCAGACTACAACTACGCCTG 0,345 2 0% 100% 

Haplotype cluster 43 TATTCCAGATTGCAACTTCGCCTG 0,517 3 100% 0% 

Haplotype cluster 58 CACTCGAGTTXACAACCTAGCCTG 0,517 3 33% 67% 

Haplotype cluster 7 CACTCCGGATTGCCACTAAGATTG 0,517 3 33% 67% 

Haplotype cluster 19 TATTCGAGTCTACACCTTCACTTG 0,517 3 100% 0% 

Haplotype cluster 21 TACCCCGGTCCACCACTAAAATTG 0,517 3 0% 100% 

Haplotype cluster 23 CACCCGAGTCCACCAACAAGACTG 0,517 3 0% 100% 

Haplotype cluster 95 CACCCCGAATCXCACCTAAGACTG 0,517 3 0% 100% 

Haplotype cluster 99 TACTCCGAACTGCACATTAGATTG 0,517 3 100% 0% 

Haplotype cluster 55 TACTCCGGTTTGCACACACGACTG 0,69 4 100% 0% 

Haplotype cluster 64 TACTCGAGATXATACATACACTTG 0,69 4 0% 100% 

Haplotype cluster 10 CATTGCGATCTGCAACCTAAACTG 0,69 4 100% 0% 

Haplotype cluster 24 CATTCCAGTCCXCCCATTAGATTG 0,69 4 25% 75% 

Haplotype cluster 81 TACTCCAGATCGCACCCAAGCCTG 0,69 4 75% 25% 
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La fréquence des allèles du gène PfRh2b (PfRh2bdel et PfRh2bfull) de chaque Haplotype 

"cluster" ainsi que celle des codes-barres "uniques" a été déterminée.  

N = nombre d’isolats ; PfRh2bdel = présence de délétion ; PfRh2bfull = séquence complète. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Haplotype Clusters Codes-barres Moléculaires N 

(%) 

N 

(isolats) 

PfRh2b 

del 

PfRh2b 

full 

Haplotype cluster 98 CACTCGAGTTTACAACTAAGATTG 0,69 4 25% 75% 

Haplotype cluster 5 TACTCGAAACTGCCCATAAGCTTG 0,69 4 0% 100% 

Haplotype cluster 65 CACTCCAAATCGTACCTTAGATTG 0,862 5 100% 0% 

Haplotype cluster 8 TACCCCGGTCCACACCTTAACTTG 0,862 5 100% 0% 

Haplotype cluster 11 TACTCGAGATCATACATACACTTG 0,862 5 0% 100% 

Haplotype cluster 12 CACTGCGATCTGCAACCTAAACTG 0,862 5 100% 0% 

Haplotype cluster 6 CATTCCAGTCCGCCAATAAGATTG 1,034 6 0% 100% 

Haplotype cluster 26 CACTCCAGTCCGTCACCAAGATTG 1,034 6 17% 83% 

Haplotype cluster 17 TACCCCGGTCCACCAATAAGATTG 1,207 7 0% 100% 

Haplotype cluster 16 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG 1,207 7 100% 0% 

Haplotype cluster 66 TGTTCCAGTTTATCACCACGCCTG 1,379 8 12,50% 87,50% 

Haplotype cluster 18 TATTCCAGTCCACCCATAAGACTG 1,552 9 89% 11% 

Haplotype cluster 4 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG 2,586 15 100% 0% 

Haplotype cluster 29 TACCCCGGTCCACCAATAAGACTG 7,241 42 9,50% 90,50% 

  UNIQUES 58,27 338 49,11% 50,89% 
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Tableau XVIII : fréquence de la délétion dans chaque "clusters" ayant uniquement la délétion 

au cours du temps  

 

Haplotype Samples ID Molecular Barcodes Samples ID Del Full 

Haplotype cluster 65 
  
  
  
  

Th 007.2010 CACTCCAAATCGTACCTTAGATTG Th 007.2010 1 0 
Th 015.2010 CACTCCAAATCGTACCTTAGATTG Th 015.2010 1 0 
Th 107.2010 CACTCCAAATCGTACCTTAGATTG Th 107.2010 1 0 
Th 123.2010 CACTCCAAATCGTACCTTAGATTG Th 123.2010 1 0 
Th 135.2010 CACTCCAAATCGTACCTTAGATTG Th 135.2010 1 0 

Haplotype cluster 84 
  

Th 125.2013 CACTCCAGTCCACCACNTAGATTG Th 125.2013 1 0 
Th 127.2013 CACTCCAGTCCACCACNTAGATTG Th 127.2013 1 0 

Haplotype cluster 12 
  
  
  
  

Th 007.2011 CACTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 007.2011 1 0 
Th 010.2011 CACTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 010.2011 1 0 
Th 061.2011 CACTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 061.2011 1 0 
Th 055.2012 CACTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 055.2012 1 0 
Th 222.2012 CACTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 222.2012 1 0 

Haplotype cluster 10 
  
  
  

Th 124.2010 CATTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 124.2010 1 0 
Th 027.2011 CATTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 027.2011 1 0 
Th 028.2011 CATTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 028.2011 1 0 
Th 116.2011 CATTGCGATCTGCAACCTAAACTG Th 116.2011 1 0 

Haplotype cluster 8 
  
  
  
  

Th 038.2010 TACCCCGGTCCACACCTTAACTTG Th 038.2010 1 0 
Th 076.2010 TACCCCGGTCCACACCTTAACTTG Th 076.2010 1 0 
Th 179.2010 TACCCCGGTCCACACCTTAACTTG Th 179.2010 1 0 
Th 011.2011 TACCCCGGTCCACACCTTAACTTG Th 011.2011 1 0 
Th 073.2011 TACCCCGGTCCACACCTTAACTTG Th 073.2011 1 0 

Haplotype cluster 16 
  
  
  
  
  
  

Th 099.2011 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG Th 099.2011 1 0 
Th 038.2012 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG Th 038.2012 1 0 
Th 043.2012 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG Th 043.2012 1 0 
Th 061.2012 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG Th 061.2012 1 0 
Th 098.2012 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG Th 098.2012 1 0 
Th 123.2012 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG Th 123.2012 1 0 
Th 160.2012 TACTCCAGATTACAACCTAGCCTG Th 160.2012 1 0 

Haplotype cluster 48 
  

Th 131.2008 TACTCCAGTCCATACACACGATTG Th 131.2008 1 0 
Th 148.2008 TACTCCAGTCCATACACACGATTG Th 148.2008 1 0 

Haplotype cluster 93  
  

Th 151.2013 TACTCCAGTCCGTCACTTAGACTG Th 151.2013 1 0 
Th 154.2013 TACTCCAGTCCGTCACTTAGACTG Th 154.2013 1 0 

Haplotype cluster 99 
  
  

Th 173.2013 TACTCCGAACTGCACATTAGATTG Th 173.2013 1 0 
Th 191.2013 TACTCCGAACTGCACATTAGATTG Th 191.2013 1 0 
Th 213.2013 TACTCCGAACTGCACATTAGATTG Th 213.2013 1 0 

Haplotype cluster 53 
  

Th 145.2009 TACTCCGGATTGTCACCAAGACTG Th 145.2009 1 0 
Th 150.2009 TACTCCGGATTGTCACCAAGACTG Th 150.2009 1 0 

Haplotype cluster 51 
  

Th 042.2008 TACTCCGGTTCGCACACACGACTG Th 042.2008 1 0 
Th 073.2008 TACTCCGGTTCGCACACACGACTG Th 073.2008 1 0 
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Haplotype Samples ID Molecular Barcodes Samples ID Del Full 

Haplotype cluster 55 
  
  
  

Th 044.2008 TACTCCGGTTTGCACACACGACTG Th 044.2008 1 0 
Th 101.2008 TACTCCGGTTTGCACACACGACTG Th 101.2008 1 0 
Th 105.2008 TACTCCGGTTTGCACACACGACTG Th 105.2008 1 0 
Th 250.2008 TACTCCGGTTTGCACACACGACTG Th 250.2008 1 0 

Haplotype cluster 4 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Th 004.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 004.2008 1 0 
Th 014.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 014.2008 1 0 
Th 036.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 036.2008 1 0 
Th 068.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 068.2008 1 0 
Th 088.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 088.2008 1 0 
Th 095.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 095.2008 1 0 
Th 112.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 112.2008 1 0 
Th 120.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 120.2008 1 0 
Th 173.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 173.2008 1 0 
Th 188.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 188.2008 1 0 
Th 214.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 214.2008 1 0 
Th 228.2008 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 228.2008 1 0 
Th 108.2009 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 108.2009 1 0 
Th 109.2009 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 109.2009 1 0 
Th 153.2009 TACTCCGGTTXGCACACACGACTG Th 153.2009 1 0 

Haplotype cluster 43 
  
  

Th 143.2007 TATTCCAGATTGCAACTTCGCCTG Th 143.2007 1 0 
Th 145.2007 TATTCCAGATTGCAACTTCGCCTG Th 145.2007 1 0 
Th 155.2007 TATTCCAGATTGCAACTTCGCCTG Th 155.2007 1 0 

Haplotype cluster 9 
  

Th 108.2010 TATTCCAGATXGCAACTTCGACTG Th 108.2010 1 0 
Th 149.2010 TATTCCAGATXGCAACTTCGACTG Th 149.2010 1 0 

Haplotype cluster 45 
  

Th 001.2008 TATTCCGGTCCGTCCCCTCGCTTG Th 001.2008 1 0 
Th 003.2008 TATTCCGGTCCGTCCCCTCGCTTG Th 003.2008 1 0 

Haplotype cluster 49 
  

Th 070.2008 TATTCGAAATCGCACCCTAGATTG Th 070.2008 1 0 
Th 090.2008 TATTCGAAATCGCACCCTAGATTG Th 090.2008 1 0 

Haplotype cluster 72 
  

Th 075.2012 TATTGGGGATCGCAACCAAGATTG Th 075.2012 1 0 
Th 152.2012 TATTGGGGATCGCAACCAAGATTG Th 152.2012 1 0 

Haplotype cluster 36 
  

Th 001.2007 CACTGCAGACCGCACCCAAGCCTG Th 001.2007 1 0 
Th 011.2007 CACTGCAGACCGCACCCAAGCCTG Th 011.2007 1 0 

Haplotype cluster 19 
  
  

Th 121.2011 TATTCGAGTCTACACCTTCACTTG Th 121.2011 1 0 
Th 140.2011 TATTCGAGTCTACACCTTCACTTG Th 140.2011 1 0 
Th 175.2012 TATTCGAGTCTACACCTTCACTTG Th 175.2012 1 0 

Dans chaque "cluster" la fréquence de la délétion varie au fil du temps 

Th= Thiès ; Del= présence de la délétion ; Full= séquence complète  
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Figure 19 : Evolution dans le temps de PfRh2bdel chez les haplotypes "clusters" n’ayant que 

la délétion en PfRh2b à Thiès. PfRh2bdel= présence de la délétion en PfRh2b. 
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Figure 20 : Prévalence des allèles du gène PfRh2b (PfRh2bdel et PfRh2bfull) dans certains 

sous-groupes haplotype "cluster" et dans le groupe "uniques" chez des isolats de Thiès.  

Schéma de quelques sous-groupes haplotype "cluster" (à partir de n= 4) et du groupe "uniques" 

montrant les prévalences des allèles PfRh2bdel et PfRh2bfull. Les graphiques en camembert de 

couleur bleu représentent des parasites ayant seulement la délétion. Ceux de couleur orange 

représentent les parasites n’ayant que la séquence complète du gène PfRh2b. Les parasites ayant 

les deux allèles PfRh2bdel et PfRh2bfull sont représentés par les camemberts avec les deux 

couleurs. Le dernier camembert montre la fréquence de PfRh2bdel et PfRh2bfull dans le groupe 

"uniques". n= nombre d’isolats dans chaque sous-groupe ; Del= présence de la délétion ; full= 

présence de la séquence complète. 
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Figure 21 : Prévalence des allèles du gène PfRh2b (PfRh2bdel et PfRh2bfull) par an au niveau 

des haplotypes "clusters" 4 et 16 et la fréquence de ces haplotypes dans la population d’étude.  

(A)  Prévalence de la délétion en PfRh2b dans le sous-groupe haplotype "cluster" 4 et la 

fréquence de cet haplotype dans la population d’étude en 2008 et 2009.  

(B)  Prévalence de la délétion en PfRh2b dans le sous-groupe haplotype "cluster" 16 et la 

fréquence de cet haplotype dans la population d’étude en 2011 et 2012.  

Del= présence de la délétion ; Full = séquence complète ; n = nombre d’isolats  
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III. Discussion 

Des travaux antérieurs ont montré que la délétion en PfRh2b était très répandue chez des 

isolats du Sénégal et de l’Afrique (Jennings et al., 2007 ; Lantos et al., 2009 ; Ahouidi et al., 

2010) et présente dans différentes régions du monde (Ahouidi et al., 2010). Ce gène est une 

cible importante de l’immunité protectrice chez l’homme et pourrait être considérer comme un 

potentiel candidat pour le développement d’un vaccin au stade sanguin. Cependant, comme des 

types de parasites peuvent être sélectionnés, suite aux différentes stratégies de lutte ayant 

entrainées une diminution du paludisme dans les pays de l’Afrique sub-saharien, les 

changements imposés à cette protéine PfRh2b demeurent inconnues. 

L’objectif de cette étude était donc de suivre l’évolution de la prévalence de la délétion 

en PfRh2b en utilisant des échantillons provenant de Thiès de 2007 à 2013 et de Brikama de 

1984 à 2013. Ainsi, la prévalence de cette délétion variait de 30 à 80% chez les deux 

populations. Cependant, si la prévalence de cette délétion a diminué au Sénégal, nous avons 

observé une fluctuation de celle-ci dans la population gambienne de 1984 à 2013. 

Les différences de fréquences entre les deux pays et au sein de chaque pays peuvent être 

due à: l’histoire génétique chez l’hôte humain, les modifications environnementaux, la pression 

immunitaire, la pression médicamenteuse et ou la résistance aux antipaludiques (Daniels et al., 

2013 ; Le bras et al., 2003).  

Nous avons également déterminé la prévalence de la délétion en PfRh2b chez différents 

groupes d’âges. A Thiès, l’analyse des résultats a montré que la délétion était significativement 

plus présente chez les adultes comparés aux enfants. A Brikama, la prévalence de la délétion 

était plus fréquente chez les jeunes enfants par rapport aux enfants plus âgés, mais la différence 

n’était pas significative. Avec ces résultats observés, il est difficile de ressortir un lien entre 

l’âge et la présence de la délétion. D’autres études avec un nombre d’échantillons plus élevé, 

seraient importantes pour mieux étudier cette relation. Des résultats similaires ont été observés 

dans une étude antérieure (Ahouidi et al., 2010). 

Par ailleurs, le degré de différenciation génétique du polymorphisme en PfRh2b au 

Sénégal et en Gambie a été déterminé en utilisant Fst pour estimer la sélection de ce locus. En 

effet, l’intensité de la sélection peut conduire à des différences de diversité et générer des 

divergences entre les populations naturelles. Ainsi, la valeur de Fst trouvée à Thiès, de 2007 à 

2013 était de 0,09. Cette valeur Fst était plus élevée que celle observée pour le gène PfRh2b et 

d’autres gènes comme msp2, EBA175 et Pfs48/45 entre les sites du Sénégal et entre les pays 

Africains.  
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Cependant, cette valeur Fst était inférieure à celle observée pour PfRh2b, msp2 et 

Pfs48/45, mais supérieure à la valeur Fst du gène EBA175, en combinant l’Afrique et l’Asie du 

sud-Est (Ahouidi et al., 2010).  

Par contre, si on combine tous les sites de l’étude d’Ahouidi et al. (2010) à savoir Afrique, 

Asie du Sud-Est et Brésil, nous constatons que la valeur Fst trouvée dans notre étude était 

inférieure à celle observée pour les gènes PfRh2b, msp2, EBA175 et Pfs48/45. D’après ces 

résultats nous pouvons en déduire que PfRh2b avait une faible différenciation génétique à Thiès 

au cours du temps. 

A Brikama, la valeur de Fst trouvée de 1984 à 2013, était de 0,057. Cette valeur Fst, 

inférieure à celle que nous avons trouvé à Thiès, indique que PfRh2b présentait également une 

faible différenciation à Brikama.  

D’une manière générale, les valeurs de Fst obtenues dans cette étude indiquent qu’il 

existe peu de différence génétique entre les allèles au cours du temps, suggérant que le 

polymorphisme en PfRh2b est sous sélection équilibrée à Thiès et à Brikama. 

En outre, la prévalence de la délétion selon le code-barres moléculaire des isolats de Thiès 

a été analysée pour voir s’il existe une association entre la délétion et un code-barres spécifique 

dans cette région. L’analyse de la distribution du polymorphisme chez les codes-barres 

identiques, suggère que la délétion est liée à certains haplotypes "clusters" dans la population.  

Nos résultats fournissent des informations sur la diversité génétique du gène PfRh2b qui 

pourraient être utiles pour la validation de cet antigène comme potentiel candidat vaccin. 

 

Conclusion  

Les tendances temporelles de la fréquence de la délétion en PfRh2b diffèrent au Sénégal 

et en Gambie. Cela peut suggérer que certains facteurs pourraient influer sur la prévalence de 

la délétion au fil des années. Les changements de la fréquence du polymorphisme en PfRh2b 

au cours du temps pourraient être un obstacle à la mise en œuvre de cette protéine comme 

potentiel candidat vaccin car ces variations peuvent affecter son efficacité. Par ailleurs, nous 

n’avons pas trouvé de lien entre la délétion en PfRh2b et un code-barres spécifique du parasite.  

Il serait important d’étudier les réponses anticorps acquises naturellement contre PfRh2b 

au cours du temps, dans plusieurs pays avec différents niveaux d’endémicité palustre pour voir 

s’il existe une variation des réponses immunitaires selon la population. 
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Le présent travail a évalué les marqueurs moléculaires de la résistance (Pfdhfr et Pfdhps) 

associés à la résistance de P. falciparum à la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) ainsi que le 

polymorphisme du gène PfRh2b impliqué dans le processus de pénétration du mérozoïte de P. 

falciparum dans l’érythrocyte.  

Cette thèse avait comme objectifs spécifiques :   

➢ De comparer les résultats du génotypage du gène Pfdhfr par la PCR-RFLP et par la HRM, 

afin d’utiliser la technique la plus sensible pour déterminer la prévalence des mutations 

des gènes Pfdhfr et Pfdhps au Sénégal et en Tanzanie ;  

➢ D’évaluer la possibilité de l’extraction de l’ADN à partir des TDR et déterminer les 

mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps au Sénégal et aux Comores ; 

➢ De caractériser l’évolution de la prévalence de la délétion en PfRh2b au Sénégal et en 

Gambie en fonction du temps. 

 Nous avons d’abord comparé les résultats du génotypage du gène Pfdhfr par la PCR-

RFLP et par la HRM en utilisant des échantillons provenant des localités ayant des niveaux 

d’endémictés différents : Thiès et Mlandizi. En effet, l’utilisation d’échantillons provenant de 

ces différentes zones, permettait de mieux apprécier la sensibilité et la spécificité de ces 

techniques dans la caractérisation des infections palustres. Des études antérieures ont décrit 

l’existence de différentes méthodes pour évaluer l’association des polymorphismes 

nucléotidiques simples (SNP) et des phénotypes spécifiques (O’Meara et al., 2001 ; Duraisingh 

et al., 2003 ; Gan et al., 2010 ; Daniels et al., 2012). Dans la présente étude, nous avons montré 

que la technique HRM est plus sensible que la PCR-RFLP dans la détection des infections 

mixtes et permet également de détecter de nouvelles mutations qui pourraient augmenter le 

niveau de résistance. En outre, la HRM est simple d’utilisation, ce qui la rend pratique pour des 

études de terrain. Les performances de cette technique ont été aussi révélées par des études 

antérieures (Reed et al., 2004 ; 2007 ; Andriantsoanirina et al., 2009 ; Gan et al., 2010 ; Cruz 

et al., 2010 ; Daniels et al., 2012). Ainsi, la technique HRM étant considérée comme la plus 

sensible, elle a été utilisée pour l’étude de la résistance de Plasmodium falciparum à la SP à 

Thiès et à Mlandizi. En outre, la HRM a été également utilisée pour l’étude de la résistance de 

P. falciparum à partir de l’ADN extrait des TDR collectés à Thiès et en Grande Comore. En 

effet, les TDR utilisés pour le diagnostic des cas suspects de paludisme, sont des ressources 

précieuses pour la génomique, comme il a été démontré par des études antérieures (Veron et 

al., 2006 ; Cnops et al., 2011 ; Ishengoma et al., 2011 ; Morris et al., 2013).  
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Dans notre étude, nous avons confirmé qu’il est possible d’extraire de l’ADN à partir 

des TDR en déterminant, par HRM, la prévalence des mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps 

associés à la résistance de P. falciparum à la SP. Ainsi, si nous comparons nos résultats trouvés 

à Thiès avec ceux de l’étude de Daniels et al., (Daniels et al., 2012) menée à Thiès, avec la 

même technique (HRM), mais à partir de l’ADN extrait du sang fixé sur papier filtre, nous 

constatons que les résultats sont similaires. Ces résultats indiquent que l’ADN extrait des TDR 

peut être utilisé pour des études moléculaires. En plus, l’utilisation des TDR comme matériel 

biologique, pourrait éviter des prélévement de sang veineux ou d’échantillons de sang sur papier 

filtre.  

Dans cette présente thèse, nous avons également déterminé, par la HRM, la prévalence 

des mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps pour mieux définir l’épidémiologie des parasites 

résistants à la SP. En effet, avec l’apparition et la propagation des parasites résistants à la SP 

dans divers pays du monde, une surveillance systématique des mutations des gènes affectant 

l’efficacité de cette molécule, par des méthodes robustes et sensibles, est essentielle. Cette étude 

permettait de voir si cette combinaison pourrait continuer à être utilisée pour le TPI chez les 

femmes enceintes et les enfants dans nos sites d’études. Ainsi, nous avons trouvé des 

prévalences élevées de mutations au niveau des codons N51I, C59R et S108N du gène Pfdhfr 

et au niveau du codon A437G du gène Pfdhps dans nos différentes études. Des études 

antérieures ont aussi trouvé des résultats similaires (Wurtz et al., 2012 ; Baraka et al., 2015). 

Ces prévalences élevées de mutations pourraient être dues à l’utilisation de la SP comme 

traitement du paludisme simple et du TPI chez les femmes enceintes et les enfants. En outre, 

nous avons observé que ces prévalences étaient plus élevées au Sénégal qu’en Tanzanie.  

De même, nous avons observé que les résultats obtenus à Thiès étaient plus élevés que ceux 

obtenus par Daniels et al. (Daniels et al., 2012) au niveau des codons N51I (85% en 2007 par 

rapport à 94% en 2011), C59R (85% en 2007 comparativement à 92% en 2011) et S108N (93% 

en 2007 par rapport à 98% en 2011) du gène Pfdhfr et du codon A437G (48% en 2007 par 

rapport à 56% en 2011) du gène Pfdhps dans cette région. Nous avons également constaté que 

nos résultats obtenus à Thiès étaient plus élevés que ceux trouvés par Ndiaye et al. (Ndiaye et 

al., 2005) à Thiès, au niveau des codons N51I (40%), C59R (40%) et S108N (67%) du gène 

Pfdhfr. De même, nos résultats étaient plus élevés que ceux trouvées à Pikine au niveau des 

codons N51I (65%), C59R (61%) et S108N (78%) du gène Pfdhfr et au niveau du codons 

A437G (40%) du gène Pfdhps par Ndiaye et al. (Ndiaye et al., 2005).  
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En outre, si nous comparons nos résultats des Comores avec ceux obtenus par Rebaudet 

et al. (Rebaudet et al., 2010) dans cette zone, nous constatons que le nombre de mutations était 

significativement plus élevé dans notre étude, en particulier au niveau du codon N51I (38,5% 

en 2007 comparativement à 62,5% en 2012-2013 ; p = 0,02), au niveau du codon S108N du 

gène Pfdhfr (50% en 2007 par rapport à 93% en 2012- 2013 ; p <0,05) et au niveau du codon 

A437G du gène Pfdhps (4% en 2007 par rapport à 29,8% en 2012-2013 ; p = 0,006). De même, 

nos résultats obtenus à Mlandizi étaient plus élevés que ceux de kidima et al. (Kidima et al., 

2006) dans ce site, au niveau des codons N51I (60%), C59R (38%) et S108N (72%) du gène 

Pfdhfr et au niveau du codon A437G (18%) du gène Pfdhps. Cette augmentation de prévalences 

des mutations observée au niveau de ces gènes au fil du temps peut être due à l’utilisation 

continue de la SP ou de tout autre dérivé de la SP dans ces régions. Toutefois, nous n’avons pas 

trouvé la mutation K540E du gène Pfdhps dans nos différentes études. Cependant, la mutation 

K540E a été trouvée à des prévalences faibles en Afrique occidentale et centrale. Celles-ci 

étaient, de 0,3% au Cameroun entre 2004 et 2006 (Mbacham et al., 2010), 0,8% au Congo en 

2004 (Pearce et al., 2009), 5,2% en république centrafricaine en 2004 (Ménards et al., 2006), 

6,25% au Gabon en 2007 (Pearce et al., 2009), 11% à Sao Tomé et aux iles Principe en 2004 

(Salgueiro et al., 2010) et 24% au Nigéria en 2004 (Happi et al., 2005). Ainsi, la vigilance est 

nécessaire puisque l’OMS recommande de remplacer la SP, si la prévalence de la mutation 

K540E dépasse 50% (OMS, 2009 ; OMS, 2010).  

Par ailleurs, la quintuple mutation (Pfdhfr N51I/C59R/S108N + Pfdhps A437G/K540E), 

qui est un facteur prédictif important de l’échec thérapeutique de la SP (Bwijo et al., 2003 ; 

Roper et al., 2003 ; Talisuna et al., 2004 ; McCollum et al., 2012) n’a pas été observée dans 

nos différentes études. Par conséquent, la SP peut continuer à être utilisée pour le TPIg comme 

il a été recommandé par l’OMS (OMS, 2009).   

 Comme la résistance de P. falciparum aux antipaludiques reste toujours un problème de 

santé public, un vaccin efficace est nécessaire pour éliminer le paludisme. Ainsi, plusieurs 

antigénes candidats vaccins sont en développement (Méchain et al., 2015). Ces candidats 

vaccins se distinguent pour les stades parasitaires auxquels les antigènes sont exprimés. Parmi 

les antigènes du P. falciparum exprimés au stade sanguin, nous avons la famille des protéine 

PfRh qui intervient dans la formation de la jonction sérrée entre le mérozoïte et l’érythrocyte. 

Dans cette famille, nous avons la protéine PfRh2b qui est une cible importante des réponses 

immunitaires et pourrait être considérée comme un potentiel candidat vaccin.  
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Des études antérieures ont montré que cette protéine présentait une délétion à des 

fréquences élevées dans différentes régions d’Afrique et du monde (Jennings et al., 2007 ; 

Lantos et al., 2009 ; Ahouidi et al., 2010). Il est donc essentiel de suivre l’évolution de cette 

délétion au cours du temps, car les changements temporels des fréquences alléliques de cet 

antigène pourraient affecter l’efficacité du vaccin. Dans la présente thèse, nous avons 

caractérisé l’évolution de la prévalence de la délétion en PfRh2b au Sénégal et en Gambie en 

fonction du temps.  

Ainsi, nous avons montré que la prévalence allélique du gène PfRh2b variait d’une année à 

l’autre mais également en fonction des localités. Ces données suggèrent que certains facteurs, 

pourraient influer sur la prévalence de la délétion au fil du temps.  

Nous avons aussi observé que cette délétion variait selon les tranches d’âge à Thiès et à 

Brikama. Cependant, ces résultats ne permettent pas de ressortir un lien entre l’âge et la 

présence de cette délétion. Une étude antérieure a aussi trouvé des résultats similaires (Ahouidi 

et al., 2010). 

Par ailleurs, nous avons montré, par des analyses génétiques, qu’il y a peu de 

différenciation génétique de PfRh2b parmi les populations de parasites du Sénégal et de la 

Gambie, suggérant que ce gène est sous sélection équilibrée dans ces sites. Ces données 

suggèrent que l’utilisation des analyses génétiques pour prédire des gènes qui sont sous 

sélection équilibrée ou directionnelle est une bonne approche qui permet d’identifier les bons 

candidats vaccins. Une étude antérieure a suggéré qu’un bon candidat vaccin doit incorporer 

une région de protéine qui contient très peu de formes alléliques et présente une forte sélection 

équilibrée (Conway et al., 1997).  

Nos résultats fournissent des données importantes sur le niveau de résistance de 

Plasmodium falciparum à la SP et sur la diversité génétique du gène PfRh2b qui pourrait être 

utiles pour la mise en place de nouveaux médicaments contre le paludisme et/ou d’un vaccin 

qui empêcherait la pénétration du mérozoites dans le globule rouge humain. 
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Les travaux présentés dans cette thèse ont permis d’une part de contribuer à la 

connaissance du niveau de résistance de P. falciparum à la SP dans des pays ayant des niveaux 

d’endémicité différents ; et d’autres part de fournir des données utiles pour la validation du gène 

PfRh2b comme potentiel candidat vaccin. Ces résultats ont des implications importantes en 

termes de lutte contre le paludisme. 

En effet, un meilleur dépistage des infections palustres permettrait d’éviter le 

développement des résistances et la dispersion des gènes qui y sont associés. Ainsi, nos résultats 

ont montré que la technique HRM est un outil sensible qui permet de mieux apprécier la 

prévalence des infections mixtes et de trouver de nouvelles mutations susceptibles d’augmenter 

le niveau de la résistance aux antipaludiques. Nous recommandons l’utilisation de cette 

technique pour mieux définir l’épidémiologie des parasites résistants aux antipaludiques.  

En outre, nous avons trouvé par HRM, des prévalences élevées de mutations au niveau 

des codons 51, 59 et 108 du gène Pfdhfr et au niveau du codon 437 du gène Pfdhps dans deux 

sites ayant des niveaux d’endémicité différents : Thiès (Sénégal) et Mlandizi (Tanzanie). 

Toutefois, ces prévalences étaient plus élevées au Sénégal qu’en Tanzanie. Cependant, la 

mutation 540E ainsi que la quintuple mutation Pfdhfr 51I / 59R / 108N + Pfdhps 437G / 540E, 

fortement associée à l'échec clinique de la SP n’ont pas été observées dans cette étude. Par 

conséquent, la SP peut toujours être utilisée pour le Traitement Préventif Intermittent chez les 

femmes enceintes et chez les enfants comme le recommande l’OMS. Par ailleurs, avec 

l’apparition et la diffusion des parasites résistants à la SP dans divers pays du monde, une 

surveillance régulière du niveau de résistance de P. falciparum à cette molécule devient une 

priorité surtout dans les pays où la SP est utilisée pour le TPI chez les femmes enceintes et chez 

les enfants. Comme la quintuple mutation a récemment été observée dans un échantillon au 

Sénégal, nous recommandons une sensibilisation des populations sur les conséquences de 

l’automédication et l’utilisation abusive de la SP pour limiter les risques d’émergence de la 

résistance à cette molécule. Il serait important d’évaluer dans le futur, l’efficacité de la SP pour 

le TPI en se focalisant sur les femmes enceintes et les enfants dans des pays ayant des niveaux 

d’endémicité différents.  

Nous avons aussi confirmé que l’ADN peut être extrait des TDR et être utilisé pour des 

études de biologie moléculaire. Les TDR peuvent être une alternative lorsqu’il est difficile 

d’obtenir des échantillons de sang séché sur des papiers filtres ou du sang veineux. L’utilisation 

des TDR comme source d’ADN permet d’éviter des prélèvements multiples chez le patient.  
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En effet, pour évaluer la possibilité de l’extraction de l’ADN à partir des TDR, nous avons 

utilisé la technique HRM pour déterminer la prévalence des mutations des gènes Pfdhfr et 

Pfdhps au Sénégal et aux Comores. Ainsi, des prévalences élevées de mutations ont été trouvées 

au niveau des codons 51, 59 et 108 du gène Pfdhfr et au niveau du codon 437 du gène Pfdhps. 

Les TDR étant l’une des méthodes les plus utilisée pour diagnostiquer le paludisme, nous avons 

conclu que ces TDR peuvent servir de source d’extraction de l’ADN de P. falciparum pour les 

études de terrain et éviter de faire des prélèvements veineux qui peuvent être contraignants pour 

le patient mais aussi pour le laboratoire.  

Par ailleurs, avec la hausse de la résistance de P. falciparum aux médicaments 

antipaludiques, un vaccin efficace constitue un outil puissant dans la lutte contre ce fléau. 

Différentes approches vaccinales ciblent le parasite à différentes étapes de son cycle biologique 

en fonction des antigènes. Nous avons travaillé sur le stade sanguin qui est responsable des 

signes cliniques et par conséquent de la morbidité et de la mortalité liée au paludisme. A ce 

stade le parasite exprime des antigènes qui sont aussi exposés au système immunitaire. De ce 

fait ces antigènes peuvent être le siège d’une diversité génétique et exprimer une variation 

antigénique importante. Parmi ces antigènes, nous avons la famille des protéines PfRh qui joue 

un rôle important dans le processus de pénétration du mérozoïte de Plasmodium falciparum 

dans le globule rouge humain. Dans cette famille, nous nous sommes focalisés sur la protéine 

PfRh2b qui présente une délétion dans sa région c-terminal. En plus, cette délétion était présente 

à des fréquences variables chez des souches provenant de différents pays du monde (Ahouidi 

et al., 2010). Ainsi, nous avons trouvé une diminution de la prévalence de la délétion en PfRh2b 

de 2007 à 2013 à Thiès et une fluctuation de celle-ci de 1984 à 2013 à Brikama.  

Par ailleurs, nos résultats ont montré une faible différenciation génétique de PfRh2b, 

suggérant que ce gène est sous sélection équilibrée à Thiès et à Brikama. D’une manière 

générale cette étude a fourni des informations importantes sur la diversité génétique du gène 

PfRh2b qui seront utiles dans la validation de cet antigène comme potentiel candidat vaccin. Il 

serait important, dans le futur, d’étudier les réponses anticorps acquises naturellement contre 

PfRh2b au cours du temps, dans plusieurs pays avec différents niveaux d’endémicité palustre.  

Face à l’émergence de la résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques, la 

mise au point de nouveaux médicaments et/ou d’un vaccin efficace reste essentielle pour 

l’élimination du paludisme. 
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Annexe : Valorisation des travaux de thèse 
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