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INTRODUCTION

Le paludisme est une parasitose due a des protozoaires du genre Plasmodium transmis par la
piqlre d'un moustique femelle du genre Anopheles, provoquant des fiévres intermittentes et
une lyse des globules rouges. C’est I’'une des maladies parasitaires les plus fréquentes et la
plus meurtriere de toutes les affections humaines. Connu depuis I’antiquité [5], son impact

sanitaire et socio-économique n’est plus a démontrer.

Selon I’O.M.S, en 2006, il y a eu 3,3 milliards de personnes a risque ; 247 millions de cas
dont un million de déces surtout chez les enfants de moins de cinq ans. En 2008, le paludisme

était endémique dans 109 pays dont 45 en Afrique’.

Au plan socio-économique, ce sont les personnes les plus pauvres qui sont les plus touchées
par cette endémie qui en plus entraine une baisse de 1,3% du taux de croissance des pays

g 2
endémiques” .

A ce jour, d’innombrables efforts sont fournis pour I’éradication de la maladie. Toutefois,
ceux-ci sont freinés par plusieurs facteurs dont ceux intrinséques au parasite : le

développement et la propagation des souches résistantes.

En effet, I'utilisation récente des nouvelles techniques immunologiques et de biologie
moléculaire a ouvert une nouvelle dimension de la complexité de I’épidémiologie du

paludisme.

Ces techniques ont montré que les souches de Plasmodium falciparum peuvent se
différencier par leurs profils antigéniques [26] et par leur sensibilité ou résistance aux
médicaments anti-paludiques [10]. De plus, il a été observé que ces micro-organismes

génétiquement différents peuvent coexister dans le sang lors d’une infection.

Le séquengage du géne des protéines majeures de surface du mérozoite (MSP -1 et MSP -2)
des isolats de Plasmodium falciparum provenant de différentes zones géographiques a montré

un grand polymorphisme génétique surtout au niveau des blocs 2 de MSP -1 et 3 de MSP -2
[14].

' 0.M. S. 2008, World Malaria Report

?0. M. S. / Bureau régional de I'Afrique, 2009, Accélération de la lutte contre le paludisme en vue de son
élimination dans la région africaine ; Rapport du Directeur Général



Le polymorphisme trés important de ces derniers a fait que les populations plasmodiales

présentent une grande diversité génétique et un génotype presque unique pour chaque
individu [17].

C’est ainsi que nous nous sommes proposés de caractériser génétiquement les souches de
Plasmodium falciparum a Thies en 2009 par le génotypage des génes du MSP -1 et du
MSP -2.

Dans le cadre de cette étude nous nous sommes fixés ’objectif général et les objectifs

spécifiques suivants :
Objectif général :
o Contribuer a une meilleure connaissance génétique des souches plasmodiales
circulant dans la ville de Thiés ;
Objectifs spécifiques :

e Etudier la fréquence des alléles des génes MSP-1 et MSP-2;

e Déterminer la complexité des infections palustres a Thiés.

Pour atteindre nos objectifs d’étude, nous nous proposons, le plan suivant :

Introduction ;
Chapitre I : Synthése bibliographique sur le paludisme ;
Chapitre II : Matériels et Méthodes d’étude ;

Chapitre III : Résultats et Discussion ;

4 % L % %

Conclusion



CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LE PALUDISME

1. L’agent pathogéne
1.1.  Classification
Le parasite appartient au phylum des Apicomplexa, a la classe des Sporozoa, 'ordre des
Haemosporidae, la famille des Plasmodiidae et au genre Plasmodium avec quatre espéces

parasites de I’homme : Plasmodium falciparum; P. Malariae ; P. vivax, P. Ovale.’.

1.2. Morphologie des quatre espéces de Plasmodium parasites de ’homme

Sur frottis sanguin ou goutte épaisse, ils apparaissent avec un noyau rouge et un cytoplasme
bleu aprés coloration a la solution de Giemsa. Tous les stades peuvent étre ou non rencontrés :
trophozoite, schizonte, gamétocyte. Chaque espece dispose également d’un aspect propre par
exemple I’aspect en « bague a chaton » pour Plasmodium falciparum ; en bande équatoriale

pour P. malarae.

1.3.  Biologie
1.3.1 Habitat

Le parasite est retrouvé au niveau du foie et du sang de I’homme ; au niveau du tube digestif

et des glandes salivaires du moustique.
1.3.2. Cycle évolutif du parasite
Les Plasmodium sont des parasites dixénes. Les hotes sont :

e 1’homme, chez qui a lieu le cycle asexué ou schizogonie ;
e I’anophele vecteur, chez qui se déroule le cycle sexué ou sporogonie.

1.3.2.1. Le cycle asexué ou schizogonie
a. cycle exoérythrocytaire

Au cours d’un repas de sang, la femelle d’anophéle infectée injecte a ’homme sain des
sporozoites qui transitent dans la circulation générale et, en quelques heures, gagnent les
hépatocytes. A ce niveau, ils entrent dans une phase de multiplication asexuée (schizogonie)
aboutissant & la formation d’éléments plurinucléés appelés schizontes intra-hépatiques ou

corps bleus. La rupture de I’hépatocyte conduit a la libération de plusieurs dizaines de

* Malaria 1998: Parasites, biology, pathogenesis and protection; Edited by Irwin W. Sharman, ASM Press,
Washington DC.



milliers d’éléments uni-nuclées ou mérozoites dans la circulation. Cette phase de
multiplication est asymptomatique et dure 8 a 15 jours, selon les espéces. Chez P. vivax, il

existe des ormes de persistance hépatique ou hypnozoites (figurel).

b. cycle intra-érythrocytaire

Seule cette phase sanguine est responsable des symptomes qui peuvent étre d'intensité
variable. Les mérozoites libérés lors de la rupture de I'hépatocyte vont débuter un cycle
sanguin asexué (figure 1). Une fois dans le sang, les mérozoites pénétrent activement dans les
hématies et se différencient au sein de la vacuole parasitophore en anneaux, puis en
trophozoites, stade a partir duquel une intense phase réplicative commence. Ils divisent
plusieurs fois leurs noyaux donnant naissance a des schizontes sanguins. Chaque schizonte
libére ensuite 8 a 32 mérozoites qui rapidement réinfestent des érythrocytes sains (figure 1).
L'ensemble de ce cycle dure 48 heures pour P. falciparum, P. vivax et P. ovale ; 72heures
pour P. malarae. Aprés plusieurs cycles certains mérozoites vont se transformer en éléments
sexués appelés gamétocytes qui vont poursuivre leur évolution chez I’insecte vecteur. Ces
gamétocytes apparaissent généralement dans la deuxiéme semaine qui suit I'infection et ces

formes peuvent persister plusieurs semaines aprés la guérison.
1.3.2.2. Le cycle sexué ou sporogonie

Une fois ingérés par ’anophele vecteur (figure 1), les gamétocytes parviennent dans
I'estomac du moustique ; ils y subissent un processus d'exflagellation donnant naissance a des
microgameétes mobiles. Quant aux gamétocytes femelles, elles augmentent de taille donnant
naissance a des macrogamétes. De la rencontre entre gamétes méles et femelles, résulte la
formation d’un oeuf ou zygote mobile appelé ookinéte; celui-ci s'implante sous la paroi
stomacale en formant l'oocyste. Cette bréve phase diploide s’achéve par une division
méiotique et est suivie par plusieurs milliers de mitoses qui conduisent a la formation de
sporozoites (figure 1). Les sporozoites gagnent préférentiellement les glandes salivaires du
moustique d'ol ils seront injectés avec la salive lors d'une piqlire infestante. Chez le
moustique, l'ensemble de ce cycle se déroule en 10 & 40 jours, suivant la température

extérieure et les especes en cause.
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Figure 1 : Cycle de vie de Plasmodium falciparum

Source :http://www.pasteur.fr/recherche/unites/ImmStr/recherches/recherches-new-malaria.html#anchor213115
visité le 06/09/10

1.3.3 Diversité de Plasmodium falciparum

A la complexité de la réponse immunitaire et de sa mise en place effective, répond, au niveau
du parasite, une diversité antigénique, phénotypique et moléculaire. La diversité des
populations parasitaires fait intervenir plusieurs facteurs dont: un important polymorphisme
chromosomique et allélique et la variation antigénique. [2]. ' ‘
1.3.3.1. Le polymorphisme chromosomique

Les régions subtélomériques des chromosomes sont le site de fréquents réarrangements
génétiques chez de nombreux organismes et P. falciparum ne déroge pas a la régle. La
délétion de I’extrémité des chromosomes est un événement qui contribue de fagon
significative au polymorphisme de taille des chromosomes. Des variations sont observées au
cours de la multiplication asexuée des parasites ou in vitro, mais également lors de la
reproduction sexuée. L’instabilité de I’extrémité des chromosomes est en partie imputée a la
présence de motifs répétés. Ces répétitions sont le site privilégié de recombinaison intra- et
interchromosomiques a I’origine du polymorphisme de taille des chromosomes [2].

1.3.3.2. Un polymorphisme allélique étendu

La diversité antigénique de P. falciparum est le reflet d’un polymorphisme allélique
important. Plusieurs études et techniques ont permis de mettre en évidence le polymorphisme
allélique, que ce soit par Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) ou par typage
génétique d’isolats de zone d’endémie palustre par Polymerase Chain Reaction (PCR) ainsi

que le séquencage de plusieurs alleles de certains génes comme MSP-1. Chez P. falciparum,



de nombreux antigénes codés par des génes en copie unique possedent un trés grand nombre
d’alleles, pouvant, parfois, étre regroupés en familles alléliques de séquences primaires tres
différentes (comme MSP-1 et MSP2...) |2]. Les bases structurelles de ce polymorphisme sont
multiples. Il y a, bien sir, les mutations ponctuelles. Cependant P. falciparum utilise de
manicre intensive d’autres mécanismes afin de générer une telle diversité. Beaucoup
d’antigénes comportent des séquences répétées ; suivant les alleles, celles-ci peuvent varier en
nombre, en taille ou méme de cadre de lecture. Enfin la dégénérescence des répétitions assure
un degré de diversité supplémentaire. [2].

1.3.3.3. Caractéres antigéniques

La forte pression de sélection exercée par la diversité de 1’hote, a contraint le parasite a une
meilleure adaptabilité (au sens de meilleur potentiel d’adaptation) et a sélectionné la mise en
place d’un processus de variation phénotypique programmeée : la variation antigénique. Chez
le mérozoite, forme d’invasion des érythrocytes, on rencontre plusieurs structures
antigéniques (figure 2) qui interviendraient dans le processus d’invasion du globule rouge. On
peut citer le Ring-infected Erythrocytes Surface Antigen (RESA), la Serine Repeat Antigen
(SERA), I’Histidine Rich Protein (HRP-1 et HRP-2), Apical Merozoite Antigen-1 (AMA-1)
et surtout les Merozoite Surface Protein (MSP) dont MSP-1, MSP-2.

Rhoptrie

Revétement
Mitochondne de surface

Figure 2: Représentation schématique d'un mérozoite de Plasmodium falciparum : la

localisation de quelques antigeénes de surface est indiquée en rouge.

Source : http://www.pasteur. fr/recherche/unites/ImmStr/recherches/recherches-new-
malaria html#anchor213115 visité le 18 09.10




1.3.3.3. 1. Le géne MSP -1

Situé sur le chromosome 9, il code pour une protéine d’environ 200 KDa qui est synthétisée
au cours de la schizogonie. Le géne MSP-1 peut étre subdivisé en 17 blocs (figure 3)
variables semi-conservés ou conservés [24]. De tous, le bloc 2 est le plus polymorphe et

présente trois types d’alleles K-1, Mad 20 et Ro33 [4, 16].

1.3.3.3.2. Le géne MSP -2

Il est situ¢ sur le chromosome 2 et code pour une protéine d’environ 55kDa. Cette protéine est
caractérisée par des extrémités N terminal et C terminal trés conservées et induisant des
réponses immunes. Le géne est situé au niveau du chromosome 2 et subdivisé en 5 blocs
(figure 3). Le bloc 3 ou central de ce géne est identifié plus polymorphe avec deux familles

d’alleles FC27 et IC3D7 [8].

Msp-1 17

2 4 conserved semiconserved

. variable % repatitive

Figure 3: Représentation schématique des génes codant pour les antigénes majeurs de surface

(MSP -1 et MSP-2) de Plasmodium falciparum. [22].

2. Le vecteur [7,9].

Les vecteurs du paludisme sont des insectes anopheles. Les anophéles appartiennent a
I’embranchement des Arthropodes, la classe des Insectes, I’ordre des Diptéres, la famille des
Culicidea et la sous-famille des Anophelinae. Au Sénégal, vingt espéces d’anophéles sont
actuellement connues. Mais, comme dans les autres régions de I’ Afrique sub-saharienne, les

principaux vecteurs du paludisme sont Anophéles gambiae s.| et An funestus.



3. Modes de contamination

Le principal mode de transmission est I’apanage des femelles hématophages d’anophéles qui
au cours de leur repas sanguin, injectent leur salive riche en sporozoites dans le sang de
I’hdte. Les parasites peuvent aussi étre transmis par voie placentaire de la mére au feetus
(paludisme congénital), par partage d’une seringue souillée ou par transfusion sanguine

(paludisme post transfusionnel) bien que ce dernier moyen de transmission soit assez rare.
4. Clinique du paludisme
4.1. L’aceés simple

Ces accés sont fréquents en zone d'endémie et se caractérisent par la succession de trois

stades : frisson, chaleur, sueur.
4.2. Le paludisme grave

Si l'acceés palustre présente des complications, on parle de paludisme grave. Ces complications
sont: neuropaludisme avec ou sans coma, anémie normocytaire profonde, insuffisance rénale

aigué, cedéme pulmonaire, hypoglycémie, etc.
5. Diagnostic Biologique
5.1. Diagnostic direct (parasitologique ou microscopique)

C’est le diagnostic de certitude, il permet la mise en évidence des parasites dans le sang. 1

repose sur 2 techniques complémentaires : la goutte épaisse (GE) et le frottis sanguin (FS)*.

5.2. Diagnostic indirect

C’est I’ensemble des autres méthodes basées sur des tests moléculaires ou immunologiques.
Ce sont la Polymerase Chain Reaction (PCR), les Tests de Diagnostic Rapide (TDR), la séro-
immunologie, la Quantitative Buffy Coat (QBC).

6. Principes thérapeutiques

On distingue selon leurs modes d’action, les schizonticides et les gamétocides. Le
développement grandissant de résistance vis-a- vis des premiers antipaludiques (quinine,
amino-4-quinoleine ect.) a fait qu’aujourd’hui ce sont les associations médicamenteuses

surtout a base d’Artémisinine (ACT) qui sont utilisées pour le traitement du paludisme.

* Institut National de Santé Publique du Québec : cahier stage ; avril 2005



Celles-ci sont actuellement les médicaments les plus efficaces contre le paludisme. [1, 18,

19]. Exemple d’ACT :

Artéméther + Luméfantrine

Artésunate + Méfloquine

Artésunate + Amodiaquine

Artésunate + pyronaridine

Artésunate + sulfadoxine/ Pyriméthamine.

Artésunate + Luméfantrine
Cette derni¢re association est présentement utilisée pour le traitement du paludisme simple.
7. La prophylaxie du paludisme

C’est un ensemble de mesures et d’actions destinées a éviter I’infestation et/ou la survenue de
la maladie. Les initiatives portent essentiellement sur la lutte anti-vectorielle et la protection

de ’homme sain.
7.1. La lutte anti-vectorielle

Elle utilise une diversité¢ de produits insecticides en pulvérisation intra et extra domiciliaires
et le désherbage pour lutter contre les adultes et la destruction des gites larvaires par
desséchement des points d’eau. Cependant les anopheles deviennent de plus en plus résistants

aux insecticides usuels ce qui pose un probléme pour la lutte anti vectorielle.

7.2. Protection de ’homme sain.

Elle repose principalement sur I’'utilisation de moustiquaires imprégnées a longue durée
d’action (MILDA).

Suite a I’apparition de la chimiorésistance aux antipaludéens, la chimioprophilaxie n’est plus
de rigueur et est réservée aux femmes enceintes dans le cadre du Traitement Préventif

Intermittent (TPI).Celui ci utilise I’association Sulfadoxine — Pyriméthamine

7.3. Le vaccin

A ce jour, il n’existe aucun vaccin pour prévenir le paludisme. Toutefois, des études trés

poussées en ce sens sont établies avec le séquengage complet du génome plasmodiale, et les



progres dans I'immunologie du Plasmodium. Ce qui a abouti 4 la mise au point du vaccin

RTS, S de GlaxoSmithKline Biologicals qui est en phase de test avancé.
8. La chimiorésistance

8.1 Définition

La chimiorésistance est définie par I’O.M.S comme étant: «la capacité d’une souche
parasitaire 4 survivre ou a se reproduire malgré ’administration et I’absorption d’un
médicament  employé¢ a des doses égales ou supérieures aux doses ordinairement

recommandées mais comprises dans les limites de tolérance du sujet» °[12].
8.2 Mécanismes de la résistance [3].

Elle fait intervenir plusieurs mécanismes:

— La diminution de I’affinité de la molécule pour les récepteurs érythrocytaires
— Laréduction des mécanismes de concentration

— L’altération des enzymes parasitaires par mutation génétique.
8.3 Facteurs favorisants la survenue de la résistance [3]
Il existe plusieurs facteurs :

Pression médicamenteuse

Non-observance du traitement

Automédication

Prescription irrationnelle des antipaludiques

Concentration insuffisante du médicament

Les mouvements de population humaine et/ou anophélienne ;

Le niveau de transmission ;

L% % A% % % &

Le degré d’immunité de 1’hote.

®0.M.S. 1973 : Chimiothérapie du paludisme et résistance aux antipaludiques. Série de rapports techniques n®
259, 128p
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES D’ETUDE

1. Le cadre d’étude

1.1. Présentation de la région de Thié¢s

Thies est située au centre de la zone soudano-sahélienne, elle se caractérise par une pluviométrie
inférieure a 600 mm par an. L’acquisition de la prémunition est tardive vers 10 ans. Des formes
graves de paludisme se voient également a tout age. L’endémicité palustre et la recrudescence
saisonniere cumulée a la forte densité de la population, la mobilité et ’accessibilité font de Thiés un

site sentinelle tel que défini par I’O.M.S.

Publié sur www. au-senegol.com

Figure 4: Carte administrative de la ville de Thiés

Source : http://www.au-senegal.,com/Carte-administrative-de-la-region.40.html visité le 02

novembre 2009

1.2. La Section de Lutte Anti — Parasitaire (SLAP)

Les échantillons de I’étude ont été collectés a la Section de Lutte Anti — Parasitaire localisée

au centre ville de la commune de Thiés.

Créée en 1953 par un accord tripartite signé entre I’OMS, I"UNICEF et le gouvernement
francais, le Service de Lutte Anti — Paludique (SLAP), de son premier nom, avait comme
objectif de parvenir a I’éradication du paludisme qui fut a 1’époque 1’'une des endémies

parasitaires majeures du pays.

C’est en 1977, que le SLAP sera érigé en Section de Lutte Anti — Parasitaire par |’arrété

ministériel n°11609/MSPAS/DSP du 23 septembre 1977 lui assignant ainsi une mission

11



beaucoup plus large qui consiste entre autres a arréter la transmission des maladies
parasitaires notamment le paludisme, les bilharzioses, 1’onchocercose, la filariose

lymphatique, la trypanosomiase humaine africaine, etc.

1.3. Période d’étude

Notre étude est réalisée durant la période du 28 septembre au 28 novembre 20009.
1.4. Population d’étude

Elle est constituée par les patients venus en consultation durant notre période d’étude et
répondant aux critéres de sélection définis par I'OMS. Ces patients ont été pris dans les deux

sexes, agés entre 5 et 70 ans.
1.5.  Critéres de sélection

Seuls les malades hébergeant P. falciparum uniquement ont été sélectionnés en tenant compte
des critéres d’inclusion et d’exclusion définis par ’'OMS avec une approbation du comité

d’éthique du ministére de la santé du Sénégal.
1.5.1. Critéres d’inclusion
Les criteres d’inclusion sont les suivants :

— Une infestation a P. falciparum uniquement, confirmée par une goutte épaisse ;

— Une densité parasitaire comprise entre 1000 et 100000 formes asexuces/ul de sang
pour les régions a transmission faible a modérée et entre 2000 et 200000 formes
asexuées/pl de sang dans les régions a transmission élevée ;

— Une absence de signes généraux de danger chez les enfants de moins de 5 ans ou

d’autres signes de paludisme a P. falciparum graves et compliqués tels que définis

actuellement par I’OMS ;
— Une température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C ;

— Une absence d’antécédents de réactions d’hypersensibilité aux médicaments évalués ;

Les patients sélectionnés sont suivis cliniquement et parasitologiquement a jO j3, j7, j14 et
i28.



1.5.2. Critéres d’exclusion

— Absence de consentement du malade ou de ses parents ou tuteurs pour les mineurs.

— (Qrossesse et allaitement

— Criteres d’exclusion propres a certains médicaments

— Acces difficile au centre de santé

2. MATERIELS D’ETUDE

Pour la réalisation de notre étude, la liste de matériels ci-dessous a été utilisée.

Confection goutte épaisse et
frottis sanguin
- Alcool 70° et 90°
- Coton cardé
- Lames porte objet
- Solution de Giemsa
- Microscope optique (LEICA)
- Eau de robinet
- Huile a immersion
- Gouttes de sang
- Vaccinostyle
Prélévement de sang veineux
- Tube EDTA de 5ml
- Garot
- Vacutener
- Tampon alcool
Confection des papiers -filtres
- Sang total
- Pipette 1000pl
- Embouts 1000pL
- Papiers- filtres
Extraction de ’ADN a partir des
papiers- filtres

- Alcool 95°

Bougie 3 /f' ¥
/&)

Hole-puncher ~——— W/

Kit QIAGEN QIAamp ~—

Vortex

Microcentrifugeuse

Four électronique

Tube eppendorf

Portoirs

Pipettes 50pul, 100ul, 200ul ;
1000pl

Embouts : 50pl, 100pul, 200ul,
1000ul

Papier filtre

Incubateur

Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Amorces (O, K, M, R, F, I)
Taq polymerase

Eau distillée

ADN

Tubes PCR

Pipettes 10ul, 20pul

Embouts 10pul, 20ul

Portoir

13



Thermocycler
Gel agarose, ¢lectrophorese et
révélation
Agarose

Balance électronique

Bromure d’éthydium

Plaques d’ électrophorése

Four électronique

Marqueur de poids moléculaire

Contrdles positif et négatif

- Scalpel Voltmetre
- Erlenmeyer Chambre post PCR avec lumiére
-  TBE uv

3. METHODES

3.1. Confection de la goutte épaisse (GE) et du frottis sanguin (FS)

Les signes cliniques du paludisme n’étant pas spécifiques, une GE et un FS sont

confectionnés pour le diagnostic de certitude.

- Goutte épaisse

v
v
v
v
v

v

Recueillir sur une lame dégraissée une grosse goutte de sang ;

Défibriner a I’aide d’une autre lame sur un diamétre de lem ;

Laisser sécher ;

Déshémoglobiniser avec I’eau du robinet pendant 5 a 10 mn ;

Recouvrir la lame de solution de Giemsa pendant 10 mn (Giemsa rapide) ;

Laver avec ’eau de robinet.

- Frottis sanguin

v
v
v
v
v

Déposer une goutte de sang sur une lame dégraissée ;

Ftaler a I’aide d’une autre lame et Laisser sécher ;

Fixer avec I’alcool méthylique pendant 3 minutes ;

Recouvrir la lame de solution de Giemsa pendant 10 mn (Giemsa rapide) ;

Laver avec ’eau de robinet.

3.2. Prélévement

Un prélévement de sang veineux (5Sml sur tube EDTA) est effectué chez les personnes ayant

une goutte épaisse positive.
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3.3. Confection des prélévements sanguins des papiers-filtres

Avec le sang du prélevement, chacune des zones délimitées du papier-filtre est soigneusement
recouverte de sang (figure 5). Le papier est ensuite séché a I"air libre puis conservé dans un
sachet en présence d’un dessiccateur. Nous avons utilis¢ du papier QIAcard FTA® lot N°

93030.

Les papiers de mémes que les prélevements ont été numérotés puis acheminés au laboratoire

de biologie moléculaire de I’hopital Aristide Le Dantec.

Figure 5: Papier-filtre contenant du sang parasité

3.4. Extraction et purification de ’ADN parasitaire

L’extraction est réalisée avec le kit QIAGEN QIAamp lot 41829453.

Le protocole :

- Mettre 3 confettis du papier-filtre dans un tube Eppendorf de 1,5ml et ajouter 180ul de
Buffer ATL puis mélanger ;

- Incuber a 85°C pendant 10mn et centrifuger bri¢vement pour récupérer les gouttelettes
dues a la vapeur. ;

- Ajouter 20ul de protéinase K et mélanger au vortex ;

- Incuber a 56°C pendant une heure puis centrifuger bri¢vement ;

- Ajouter 200ul de Buffer AL et mélanger par vortex ;

- Incuber a 70°C pendant 10mn et centrifuger briévement ;

- Ajouter 200ul d’éthanol (96-100%) et bien mélanger par vortex ;



- Avec précaution mettre le mélange obtenu dans la colonne QIAamp (fournie par le
fabricant du Kit) en évitant de toucher les rebords du capuchon ;

- Fermer le capuchon puis centrifuger a 8000 tours pendant Imn ;

- Placer la colonne dans un nouveau tube de 2ml et jeter le filtrat ;

- Ouvrir avec précaution le capuchon puis ajouter S00ul de Buffer AW sans toucher
les rebords du capuchon ;

- Centrifuger a 8000 tours pendant Imn ;

- Placer la colonne dans un nouveau tube de 2ml et jeter le filtrat ;

- Ouvrir avec précaution le capuchon puis ajouter 500ul de Buffer AW?2 sans toucher
les rebords du capuchon ;

- Centrifuger a vitesse maximale 14000 tours/ minute pendant 3 minutes ;

- Placer la colonne dans un tube eppendorf de 1,5ml et jeter le tube contenant le filtrat ;

- Ajouter 150ul de Buffer AE ou de I’eau distillée, incuber 4 la température ambiante
pendant 1mn puis centrifuger a 8000 tours/mn pendant 1 mn ;

- Conserver ’ADN a -20°C jusqu'a utilisation.

3.5. La Polymerase Chain Reaction (PCR)
3.5.1. Principe de la Polymerase Chain Reaction (PCR).

Découverte en 1985, cette réaction de polymérisation en chaine est une technique
révolutionnaire qui a beaucoup apporté a la science. Elle permet d’amplifier de fagon
exponentielle une séquence génomique cible. Le principe est simple et basé la synthése d’un
nouveau fragment d’ADN a partir d’une matrice & ’aide d’une amorce spécifique, de

nucléotides et d’enzyme.
3.5.2. Amplification des génes MSP-1 et MSP-2

Pour I’étude du polymorphisme des génes MSP-1 et MSP-2, nous avons utilisé la technique
de la PCR nichée (nested PCR). Elle consiste en une série consécutive de deux réactions de
PCR au moyen d’amorces différentes entre les deux séries. Les fragments d’ADN amplifiés
lors de la premi¢re PCR servent de matrice pour la deuxiéme réaction ce qui augmente la

probabilité d’amplifier de faible quantité d’ADN contenues dans le prélévement initial.
3.5.2.1. Premiére amplification

Elle consiste a amplifier les blocs 2 et 3 des génes MSP-1 et MSP-2 respectivement. Les

amorces de la réaction sont les suivantes :

16



MSP1 : amorce sens: 5' -CTA GAA GCT TTA GAA GAT GCA GTA TTG-3'; amorce anti-sens :
5'-CTT AAA TAG TAT TCT AAT TCA AGT GGA TCA-3'

MSP-2 : amorce sens : 5' -ATG AAG GTA ATT AAA ACA TTG TCT ATT ATA- 3", amorce anti-
sens : ' -CTTTGT TAC CAT CGG TAC ATT CTT-3".

Tableau I : Programme et volume réactionnel de la premiére amplification.

Programme Volume réactionnel

1.94°C Smn Gotaq 10pl
2.94°C Imn Amorce O 2u
3.58°C 2mn Eau Jul
4.72°C 2mn ADN Spl

5. retour a 2 et répéter 29 fois

6. 72°C 3Imn Volume total 20pl

7. 4°C 48heures

8. fin du programme

Nb : ’amorce O est un mélange contenant les amorces sens et anti-sens des deux génes.
3.5.2.2. Deuxiéme amplification

I1 consiste a génotyper les alleles K1, Mad 20 et Ro33 pour MSP-1 et FC27, IC3D7 pour le
MSP-2 en utilisant le produit de la premié¢re PCR.

Le tableau ci-dessous donne le programme ainsi que les volumes réactionnels.
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Tableau II : Amorces, programme et volume réactionnel de la deuxiéme amplification

Amorce sens 53'-AAA TGA AGA AGA AAT TAC TAC AAA AGG RGC-3'
K1 Amorce anti-sens | 5'-GCT TGC ATC AGC TGG AGG GCT TGC ACC AGA-3'
Amorce sens 3'-AAA TGA AGG AAC AAG TGG AAC AGC TGT TAC-3'
Mad20 | Amorce anti-sens | 5" -ATC TGA AGG ATT TGT ACG TCT TGA ATT ACC- 3'
Amorce sens 5'-TAA AGG ATG GAG CAA ATA CTC AAG TTG TTG- 3'
MSP1 Ro33 | Amorce anti-sens | 5' -CAT CTG AAG GAT TTG CAG CAC CTG GAG ATC-3'
Amorce sens 5'"-AAT ACT AAG GTA GGT GCA TAT GCT CCA-3'
FC27 | Amorce anti-sens | 5'-TTT TAT TTG GTG CAT TGC CAG AAC TTG AAC-3'
Amorce sens 5'-AGA AGT ATG GCA GAA AGT AAC CCT TCT ACT-3'
MSP2 IC3D7 | Amorce anti-sens | 5'-GAT TGT AAT TCG GGG GAT TCA GTT TGT TCG-3'
Programme Volume réactionnel
1..95°C Smn Gotaq 10pl
2.94°C Imn Primers 1pl
3.61°C 2mn Eau opl
4.72°C 2mn ADN 3ul
5. retour 4 2 et répéter 30 fois
6. 72°C 3mn
7.4°C 48 heures
8. fin du programme Volume total 20ul
3.5.3. L’électrophorése

Elle est utilisée pour déterminer la taille et la concentration de I’ADN amplifié. En présence

d’un courant €lectrique, les fragments migrent en fonction de leurs poids moléculaires sur un

gel.
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3.5.3.1. Préparation du gel d’agarose

- Mettre 1.5 g de gel d’agarose dans 200 ml d’une solution de 5% TBE puis chauffer pendant 3

minutes a 100°C :
- laisser refroidir a 50°C et ajouter 1 ul d’éthydium bromate ;
- couler dans la plaque a électrophorése et laisser solidifier.
3.5.3.2. Migration du produit de PCR
v Déposer le gel dans une cuve a électrophorése contenant du tampon TBE dilué 4 1/10

v Déposer 10 pl du produit de la deuxieme PCR dans les puits du gel d’agarose en
double ;

v Déposer 10ul d’un marqueur de poids moléculaire de 100 paires de bases ainsi que

10ul du contrdle positif et du contrdle négatif ;
v" Soumettre 4 un courant électrique pendant 1h a 1h 20mn.
3.5.3.3. Visualisation de la bande

Elle se fait 4 I’aide d’un lecteur de gel qui est muni d’une lampe UV et utilise les propriétés
du bromure d’éthydium : le bromure d’éthydium a la propriété de s’intercaler entre les
fragments d’une molécule et de produire une fluorescence s’il est éclairé par une lumiére
ultra-violette. Ce qui permet de visualiser les fragments d’ADN matérialisés par une bande

fluorescente sur le gel.
3.5.3.4. Interprétation du résultat de I’électrophorése

La présence d’un allele est matérialisée par une bande fluorescente. La présence de deux

alleles d’un méme géne est synonyme d’une poly-infection.



TH.010.09

Figure 6: Photo de gel apres électrophorése. TH.010.09 est le numéro du patient ; PM le marqueur de

poids moléculaire ; K, M, R, F et [ les alléles dont R et F sont visualisé pour cet isolat.
3.6. Analyse des résultats

Les résultats obtenus sont saisis sur Excel pour les besoins de nos analyses.
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CHAPITRE III: RESULTATS ET DISCUSSION

1. RESULTATS
1.1. Caractéristiques de la population d’étude

Pour la réalisation de notre étude, nous avons travaillé sur 53 isolats provenant de sujets
ayant un paludisme simple et remplissant les critéres d’inclusion. Ces sujets étaient venus en

consultation lors de notre séjour a Thigs.

Comme le montre le tableau I1I, 54,7% des patients sont de sexe masculin contre 45,3% pour
le sexe féminin soit une sex-ratio de 1,21 en faveur des hommes. Le nombre de patients est
cependant trés inégalement réparti entre les 3 intervalles ; on retrouve le plus grand nombre
dans I’intervalle [16 4 69 ans] avec 42 patients soit 79,2%. Les patients de moins de 10 ans

sont les moins nombreux avec seulement 3,8% de représentativité.

Tableau II1 : Répartition des patients selon I’dge et le sexe

AGE SEXE TOTAL
MASCULIN FEMININ
NBRE % NBRE % NBRE %
< 10 ans 1 1,9 1 1,9 2 3.8
[10 a 15 ans] 7 13,2 2 3.8 9 17
[16 a4 70ans] 21 39,6 21 39,6 42 79,2
Total 29 54,7 24 45,3 53 100

1.2. Résultats parasitologiques

La parasitémie moyenne de la population d’étude est de 1,8%. Les parasitémie maximale et

minimale sont respectivement 5 et 0,05%.

1.2.1. Distribution de la parasitémie en fonction du sexe

La parasitémie moyenne des hommes (2%) est plus élevée que celle des femmes (1%).
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1.2.2. Distribution de la parasitémie en fonction de ’dage

Les parasitémies moyennes sont 0.43% ; 1% et 2% respectivement pour les tranches d’4ges

de 6 a9ans, 10 a 15ans et 16 a 70ans.
1.3. Résultats du génotypage

Tous les, 53 échantillons ont donné des résultats exploitables aussi bien pour le MSP-1 que

pour le MSP-2.
1.3.1. Prévalence des différents all¢les des génes MSP-1 et MSP-2
1.3.1.1. Le géne MSP-1

On remarque une prédominance de ’allele K1 suivi de Mad20 et Ro33 avec des fréquences

de 68.33% ; 16,67% et 15%, respectivement (figure 7).
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Figure 7: Fréquence des alleles du MSP-1
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1.3.1.2. Le géne MSP-2

On note, figure 8, une prédominance de ["allele IC3D7 (63,75%) sur I’allele FC27 (36,5%).
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Figure 8 Fréquence des all¢les du MSP-2
1.3.2. Multiplicité des infections
1.3.2.1. Multiplicité des infections liées au géne MSP-1

On constate, figure 9, que ce sont les infections simples avec 86,8% qui sont plus

importantes que les infections mixtes (13,2%).
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Figure 9 : Multipli‘cite’ de Iinfection sur la base du géne MSP-1.

23



1.3.2.2. Multiplicité des infections liées au géne MSP-2

Les infections simples avec 81,13% sont plus fréquentes que les infections multiples 18.87%

(figure 10).
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Figure 10 : Multiplicité de I’infection sur la base du géne MSP-2.

3.3.2.3. Multiplicité des infections sur la base des génes MSP-1 et MSP-2

On note (figure 11) que les infections simples (68%) sont plus fréquentes que les infections

mixtes (32%).
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Figure 11 : Multiplicité de I’infection selon MSP-1 et MSP-2
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2. DISCUSSION

Le site d’étude, la ville de Thiés, n’a pas été choisi au hasard mais constitue un site sentinelle

tel que déerit par I’O.M.S (cf. site d’étude).

Le recrutement a €té fait au hasard dans le but d’obtenir le maximum de diversité génétique

possible.

Quant a la technique utilisée pour caractériser nos populations, la PCR nichée, elle est
sensible, spécifique trés simple a réaliser comparée au séquengage et au clonage par exemple.
Cependant, tout comme les autres techniques de biologie moléculaire, elle nécessite beaucoup

de précautions pour éviter les contaminations.

La caractérisation génétique des populations de Plasmodium falciparum 4 Thiés en 2009 nous
a permis d’obtenir des résultats similaires et des résultats contradictoires a ceux d’autres

études au Sénégal et ailleurs.

Pour le MSP-1, nous avons constaté une forte prédomiﬁance de I’allele Klpar rapport aux
alleles Mad20 et Ro33 qui sont presque ¢galement répartis dans la population. Des résultats
similaires ont €té obtenus par LY (2005) a Thiés avec 61,9% pour alléle K-1, 20% pour
I"allele Mad20 et 19% pour I’alléle Ro33. A Vélingara, Pikine et Passy, le méme auteur (LY,
2005) avait aussi noté une plus grande représentativité de 1’alléle K1suivi de Ro33 tandis que
Mad20 était minoritaire. Avec des proportions variables, une telle distribution allélique a été
¢galement obtenue au Burkina Faso par ROSALIE (2006) : K1 28,1%, Mad20 10,3% et
Ro33 3,4%. En Inde, ROUT et al., (2009) avaient obtenus : K1 49,5% ; Mad20 29,4% et
Ro33 21,1%.

Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que la présence de I’alléle Klconférerait une
résistance aux souches qui le possedent. Cette hypothése peut étre corroborée par les résultats
de ROSALIE (2006) qui avait montré qu’avant et aprés administration de traitement, le
nombre de clones de cet all¢le restait le méme, contrairement au Mad20 et Ro33 pour lesquels

le nombre de clones étaient réduits.

Toujours pour ce qui est du MSP -1, des résultats différents des ndtres ont été obtenus au
Sénégal, au Mali, et au Pakistan. Des études menées a Richard- Toll (LY, 2005) avaient
permis de noter une plus grande représentativité de 1’Alléle Ro33 (53,1%) suivi de K1

(44,9%). A Missira au Mali (HOUSSEIN, 2004) avait obtenu : 38,3% pour K1, 20,8% pour

25



Mad20 et 57,4% pour Ro33. Au Pakistan NAJIA et al., (2010) avaient montré que allele
Mad20 (46%) était plus représenté suivi de K1 (26%).

Ces résultats semblent montrés que la fréquence des alleles varie avec la localité ; laquelle
hypothése peut étre appuyée par nos résultats qui ont permis de constater qu’en 2005 et en
2009, la distribution des alléles est la méme pour Thiés. Par ailleurs, dans des études menées
entre deux zones, rurale et urbaine du Burkina Faso, SOULAMA et al, (2009) avaient

constaté que 1’alléele Mad 20 était plus représenté en zone urbaine qu’en zone rurale.

Pour le MSP-2, I’allele IC3D7 est le plus rencontré dans notre étude. Des résultats similaires
avaient été obtenus au Sénégal et ailleurs. LY (2005) avait obtenu a Thies (64% pour IC3D7),
Vélingara (68% pour [C3D7), Pikine (62% pour IC3D7), Passy (58% pour IC3D7) et
Richard-Toll (73% pour IC3D7). A Niakhar, VAFA et al., (2008) avaient obtenu 35 % pour
[C3D7 et 25% pour FC27 avant la saison des pluies ; 33 et 24% respectivement pour 1C3D7
et FC27 aprées la saison des pluies. Des études faites au Burkina ont donné 35,1% pour IC3D7
et 6% pour FC27 (ROSALIE 2006). Cela pourrait s’expliquer la aussi par une « fitness » plus
importante liée a I’allele IC3D7.

En Inde, ROUT et al., (2009) avaient noté une plus grande représentativité de 1’allele FC 27
(52,6%) comparé a [C3D7 (47,4%) tandis qu’au Pakistan, des proportions presque égales, 44
et 40% respectivement pour FC27 et IC/3D7 avaient été obtenues par NAJIA et al, (2010).
Ce qui, tout comme le MSP-1, pose I’hypothése d’un probable influence de la localité ;
laquelle hypothése peut étre consolidée par les résultats de SOULAMA et al, (2009) qui
avaient noté que ’allele IC3D7 était plus représenté en zone urbaine comparé a FC 27 au

Burkina Faso.

La présence d’infections multiples est aussi notée dans notre étude avec cependant une faible
représentativité, comparée aux infections sinipies. Ces résultats sont différents de ceux
obtenus par LY 2005 a Thies et Vélingara (60% d’infections multiples), a Pikine (53%
d’infections multiples), a Passy (67% d’infections multiples) et a Richard-Toll (57%
d’infections multiples) ; & Niakhar avec le MSP-2, VAFA et al., (2008) avaient obtenu 64 et
87% d’infections multiples avant et aprés la saison des pluies respectivement. A Bangui
(République Centrafricaine), une forte prévalence des infections multiples a été notée : 42,7%,
72,7% et 86,4% respectivement avec MSP-1 et MSP-2 et avec la combinaison MSP-1 MSP-2
(DOLMAZON et al., 2008).
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Ces résultats pourraient s’expliquer par le niveau de transmission. En effet, plus ce niveau est

¢levé plus les infections multiples sont importantes et inversement.
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CONCLUSION

Le paludisme est la maladie parasitaire qui affecte le plus I"humanité et ceci depuis bien des
décennies. Son éradication est aujourd’hui au cceur des préoccupations des organismes
internationaux ainsi que des pays endémiques. Ce qui justifie les innombrables efforts fournis
en ce sens notamment pour ce qui est de la recherche. Toutefois une meilleure connaissance
du parasite serait d’un grand atout pour la mise au point de médicaments efficaces et d’avoir
une idée sur la population plasmodiale dans le cadre de la recherche vaccinale. C’est dans ce
cadre, que nous avons étudié la distribution génétique des souches plasmodiales infectantes
dans la ville de Thies. Cette caractérisation génétique a été faite par le génotypage de deux

marqueurs trés polymorphes : MSP-1 et MSP-2.
Des résultats que nous avons obtenus, il en ressort que :

> la distribution des alléles de MSP-1 et MSP-2 a Thiés est hétérogéne avec une
prédominance K1 et IC3D7 ;

» la multiplicité de Iinfection y est faible ce qui donne ainsi une idée sur le niveau de

transmission dans cette ville ;

» La combinaison du génotypage de MSP-1 et MSP-2 permet une meilleure détection de

la multiplicité de I’infection.
Sur la base de ces résultats, il nous semble utile d’envisager :

e Une cartographie génétique des souches plasmodiales pour voir si la distribution
génétique est homogene pour tout le pays et au cas contraire voir les facteurs
d’hétérogénéite,

e Une étudie du polymorphisme allélique des génes MSP-1 et MSP-2 dans le cadre
d’une évaluation de la chimio sensibilité in vivo avant et aprés administration de

traitement, ce qui permettrait de confirmer ou d’infirmer la puissance des alléles Klet
1C3D7.
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Caractérisation génétique des souches de Plasmodium " *
falciparum isolées chez des patients atteints de paludisme
simple a Thies en 2009

Résumé

Dans le but d’apporter plus d’informations pour une prise en charge efficace du paludisme a
Thiés (voire Sénégal), nous avons essayé de faire une caractérisation génétique des souches
de Plasmodium falciparum en circulation dans cette ville. Pour se faire, nous avons utilis¢ la
technique de la Polymérase Chain Reaction (PCR) pour génotyper deux marqueurs génétiques
trés polymorphes, le MSP-1 et le MSP-2.

Nous avons travaillé sur un échantillon de 53 isolats d’hommes et de femmes agés entre 5 et
70ans et atteints de paludisme simple.

[es résultats obtenus nous ont permis de constater une forte prédominance des alleles K1
(68,33%) de MSP-1 et IC3D7 (63,75%) de MSP-2. Nous avons également noté la présence
d’infections multiples avec cependant une faible prévalence (32%) comparées aux infections
simples (62%)

Ces résultats nous permettent de conclure a une hétérogénéité de la distribution souches
plasmodiales et a une baisse probable du niveau de transmission dans cette zone.

Abstract

To give some information in order to take care of malaria efficiently in Thies (Sénégal), we
have tried to do genetic characterization of malaria parasites in this area. To do so,
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique is used to type two high polymorphic markers,
the merozoite surface protein - 1 and the merozoite surface protein -2 (MSP-1 and MSP-2).

53 isolates from men and women with uncomplicated malaria were assessed. The limits of
age were 5 and 70 years old.

Our results have allowed us to notice a high predominance of K1 (68.33%) allele of MSP-1
and 1C3D7 (63.95%) allele of MSP-2. Multiplicities of infections are also noticed with a low
rate of mixed infections that is to say 32% compared to simples infections (68%).

These interesting finding allow us to conclude that there are an heterogeneity of the
widespread of Plasmodium stokes in this area and an expected decrease of the level of
transmission.

Keys Words: Paludisme - Thiés - PCR — MSP-1 — MSP- 2
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