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INTRODUCTION 

Selon le rapport de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de 2017, le paludisme 

demeure l'une des plus importantes maladies parasitaires tropicales avec 216 millions de 

cas rapportés dans 91 pays et  445 000 décès associés en 2016 [1] . Cette maladie 

constitue un risque majeur pour près de la moitié de la population mondiale ( 3,2 

milliards de personnes) et 50% de cette population à risque sont des enfants d’âge 

scolaire [2]. L’Asie, l’Amérique latine, et l'Afrique subsaharienne dont l'île de 

Madagascar figurent parmi les zones les plus touchées [3,4]. Par sa gravité, sa fréquence 

le paludisme demeure notamment un obstacle pour le développement [5,6]. 

Actuellement, il y a cinq espèces de Plasmodium infectant l'homme dont P. falciparum ; 

P. vivax ; P. malariae et P. ovale (avec ses deux variantes P. ovale curtisi et P. ovale 

wallikeri) [7,8] et P. knowlesi [9]. Malgré une certaine inertie - voire un recul, constatée 

entre les progrès de 2016 et ceux des années antérieures, des progrès en matière de lutte 

antipaludique ont été acquis depuis le début de ce millénaire jusqu’en 2016 selon 

l'OMS. Ces progrès ont notamment permis de réduire de moitié le taux de mortalité 

associée au paludisme dans le monde. Cependant, tant au niveau mondial que national à 

Madagascar, outre les défis en matière de lutte anti-larvaire récemment documentés 

[10], de nombreux facteurs constituent une menace pour la continuité et la pérennité de 

la lutte contre le paludisme [11]. 

Un des trois piliers de la stratégie mondiale de lutte consiste à faire de la surveillance du 

paludisme une intervention de base [3,12]. On ne doit pas perdre de vue les infections 

plasmodiales asymptomatiques et les infections plasmodiales à faible parasitémie qui 

souvent échappent au diagnostic dans les centres de santé primaire; et qui constituent 

des réservoirs potentiels de plasmodies [13]. 

Si dans le passé, on est focalisé sur le paludisme chez les enfants de moins de 5 ans, 

après l'introduction des traitement combinés à base des dérivés d'Artémisinine et la 

promotion de l'utilisation des moustiquaires imprégnées d'insecticides, on note un 

changement du profil épidémiologique; et le poids du paludisme pèse davantage chez 

les enfants de plus de 5 ans [14]. 
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La morbi-mortalité liée au paludisme continue à toucher les enfants de moins de cinq 

ans dans les zones de forte transmission; et s’étend vers la tranche d’âge plus élevée - 

notamment chez les enfants d’âge scolaire, et se généralise à toute la population quand 

le niveau de  transmission baisse [15]. A Madagascar, jusqu’en 2017, les enfants en 

âges scolaires n’ont forcément pas été ciblés par les politiques de lutte basée sur la 

prévention [16]. Prendre en considération des activités pour toucher les enfants âgés de 

5 ans et plus comme la distribution de moustiquaire imprégnés dans les écoles figure 

parmi les nouvelles orientations du plan stratégique de lutte contre le paludique en 

vigueur [17].Le paludisme étant une maladie parasitaire, le diagnostic parasitologique 

joue un rôle clé dans les stratégies de lutte, que ce soit pour les malades vus dans les 

centres de santé que lors des enquêtes et interventions en dehors des centres de santé 

[18]. Les Tests de Diagnostic Rapide du paludisme (TDR) répondent aux conditions de 

terrain notamment en milieu rural [19]. La microscopie reste la méthode de diagnostic 

de référence [20] mais nécessite des microscopes, des consommables et des  

microscopistes expérimentés. Bien qu'en pratique la Polymérase Chain Reaction (PCR) 

n'est pas utilisée en routine pour le diagnostic du paludisme notamment dans les pays 

comme Madagascar, elle figure parmi les techniques les plus sensibles pour détecter les 

infections plasmodiales [21,22]. A Madagascar, depuis la révision de la politique 

nationale de lutte contre le paludisme en Décembre 2005, l'ambition du Gouvernement 

est d'éliminer le paludisme en tant que problème de santé publique [23]. Les zones 

rizicoles dans la partie ouest de l'île sont des zones où les gîtes larvaires sont 

permanents et la transmission du paludisme est pérenne même si elle est marquée par 

une variation saisonnière [24]. Compte tenu de tout ce qui est indiqué plus haut, dans le 

cadre de la surveillance du paludisme, nous nous sommes proposée à étudier l'infection 

plasmodiale chez les écoliers dans la commune de Tsararano dans la zone rizicole de 

Marovoay. Nous nous sommes fixés l’objectif principal d’évaluer par PCR la 

prévalence de l’infection plasmodiale chez ces enfants et parallèlement d’évaluer la 

connaissance, attitude et pratique de ces écoliers sur le sujet « paludisme ». 

Après les généralités sur le paludisme utile pour ce travail, nous détaillerons la 

méthodologie adoptée pour l’enquête sur le terrain ainsi que les manipulations en 

laboratoire. Enfin suivront la présentation des résultats obtenus et la discussion de ces 

derniers. 
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Première partie : RAPPELS 

EPIDEMIOLOGIE 

Le paludisme dans le monde 

A l’échelle mondiale, l’incidence annuelle du paludisme a reculé de 17% entre 2000 et 

2010 et de 21% entre 2010 et 2015 avec un total de 212 millions de cas en 2015 vs 247 

millions en 2006. Et entre 2015 et 2016, le nombre de pays et territoires sujets à une 

transmission continue de paludisme est passé de 95 à 91 [1]. Un succès remarquable 

mais insuffisant quant à la non- atteinte de l’objectif globale de réduction de 50% en 

2015 pour les Objectifs du Millénaire pour le Développement (OMD). Par ailleurs les 

faces cachées de cette réussite, telle que la disparité entre les pays sont rarement 

dévoilées puisqu’elle est moins marquée dans plus de la moitié des 106 pays où la 

transmission persiste [25]. 

Sévissant disproportionnellement en Afrique subsaharienne, où sont chiffrés 90% des 

cas et 92% des décès, la « grande tueuse » affecte surtout les enfants de moins de 5 ans 

avec 70% des décès chez cette tranche d’âge. S’en suivent ensuite les femmes enceintes 

et les migrants ou voyageurs (cas des pays industrialisés où on parle de paludisme 

d’importation). Chez ces populations, dites à risque, on note surtout l’absence de 

prémunition contre le paludisme. 

Dans le cadre des investigations d’envergure nationale sur le paludisme, les rapports sur 

les Enquêtes sur les Indicateurs du Paludisme à Madagascar (EIPMD) liant en 

partenariat l’Institut Pasteur de Madagascar (IPM), la Direction Nationale de la lutte 

contre le Paludisme (DLP) et l’Institut National de la Statistique, (INSTAT) consistant 

en des enquêtes ménages impliquant des dépistages actifs sont les données les plus 

complètes et de références sur la prévalence du paludisme à Madagascar. Mais même 

ces données ne nous informent que de la prévalence à la microscopie chez les moins de 

5 ans qui étaient respectivement aux alentours de 7% , 9%, et 6% en 2016 [24], 2013 

[26] et 2011[27] alors qu’en 2010 une étude rétrospective sur les données nationales de 

la DLP a montré qu’on retrouvait plus de cas de paludisme, relatif à la consultation 

externe au niveau des CSB, chez les enfants de plus de 5ans [28]. 
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Transmission de Plasmodium 

L’Homme sert d’hôte vertébré intermédiaire mais à lui seul il ne peut entretenir la 

maladie, c’est le vecteur, chez qui se fait la reproduction sexuée du parasite, qui est 

l’hôte définitif et le pivot de l’épidémiologie du paludisme. L’ensemble 

Homme /Vecteur /Parasite, sous l’influence de l’environnement constitue le complexe 

pathogène du paludisme. Différents facteurs affectant la transmission du parasite 

représentent dans leur ensemble les déterminants de la dynamique de la situation 

épidémiologique du paludisme. Ils sont illustrés par la figure 1. De ces facteurs 

découlent les conditions indispensables à la présence du paludisme autochtone, les 

différents indicateurs épidémiologiques de l’infection palustre et les mesures de la 

transmission qui permettent d’évaluer et classifier l’endémie palustre. 

 

Figure 1: Déterminants du complexe pathogène du paludisme (d'après Julvez, 1993) 

Source : Mouchet J, Carnevalle P, Coosemans M, Julvez J, Manguin S, Richard-

Lenoble D, et al. Biodiversité du paludisme dans le monde. John Libbey. CIC Edizioni 

Internazionali, editor. Montrouge, France; 2004. 
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La répartition géographique de la transmission du paludisme évolue suivant une 

dynamique spatiotemporelle caractéristique principalement liée aux conditions 

climatiques telles que le régime des précipitations, la température et l'humidité 

(température > 18°C pour P. falciparum et > 16° pour P. vivax) et d’altitude mais 

surtout à l’anthropisation du milieu. D’où les notions de stabilité du paludisme et de 

faciès épidémiologique du paludisme, reflets de cette diversité et dynamique du 

paludisme qui diffère en fonction des variations du biotope. A l’opposition des zones de 

paludisme stable où l’on observe une incidence stable (endémie) marquée par quelques 

pics saisonniers, le parasite circule sur un mode endémo-épidémique dans les zones 

dites instables. Ce que nous détaillons à l’aide du Tableau I. D’après Wilson, la notion 

de faciès associe une classification de l’endémicité selon la continuité de transmission. 

Selon Macdonald, la classification se base sur les différents paramètres caractéristiques 

du vecteur et du parasite. Au sein d’une même région biogéographique, un faciès 

regroupe l’ensemble des sites où les conditions des échanges parasites-vecteurs 

(transmission du paludisme) sont identiques. Par cette biodiversité du paludisme dans le 

monde, on distingue cinq grandes régions biogéographiques du paludisme : afro 

tropicale, orientale, paléarctique, américaine, australasienne. Chaque région incluant 

différents pays ayant leurs caractéristiques spécifiques et communs, est subdivisée en 

sous-région. La région afro tropicale est divisée en six strates majeures : équatoriale, 

tropicale, sahélienne, subdésertique, australe et montagnarde ; auxquelles s’ajoutent les 

faciès locaux (reliefs, cours d’eau, lagune, sol les facies anthropiques (irrigations, 

déforestations, urbanisations) qui modulent le paludisme. La population humaine 

autochtone de la région afro tropicale dont Madagascar et quarante-huit autres Etats, par 

exemple, serait dotée d’une remarquable capacité à développer une forte prémunition. 

En effet, en dépit d’une forte mortalité palustre infantile, on retrouve en Afrique un des 

plus haut taux de croissance du monde [29]. 
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Tableau I. Classification du paludisme en fonction de sa stabilité. 

(D’après Bruce-Chwatt, 1980) 

Caractéristiques Paludisme instable Paludisme stable 

Endémicité Faible ou modérée, possibilité 

forte endémicité locale. 

 

Très forte, possibilité endémicité 

modérée. 

Cause déterminante Vecteur peu anthropophile et de 

faible longévité, courte saison de 

transmission. 

Vecteur très anthropophile 

longévité modérée ou longue, 

courte saison de transmission. 

 

Densité critique 

anophélienne 

1-10 piqûres/homme/nuit ou plus. Peut être très basse (moins de 1 

piqûres/homme/nuit). 

Variations saisonnières Prononcées. Très peu voire rarement 

prononcées sauf pour de courtes 

saisons sèches. 

 

Incidence du parasite Fluctuations très marquées d’une 

année à l’autre. (fréquemment 

P.vivax). 

Peu marquées en dehors de 

fluctuations saisonnières. 

(fréquemment P. falciparum). 

 

Immunité de population Très faible pour toutes les classes 

d’âge. 

Fortes, quelques variations selon 

les localités 

Epidémies Fréquentes, en fonction du 

climat. 

Très improbable. 

 

Facies épidémiologiques du paludisme à Madagascar 

Le paludisme est endémique à Madagascar. L’aspect épidémiologique de la 

transmission du paludisme est caractérisé par une forte hétérogénéité. Il y a des régions 
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où la transmission est forte et pérenne (pour ne citer que la côte est de Madagascar) ; et 

des régions où la transmission est faible sinon très faible (comme les hautes terres 

centrales à plus de 1.000 m d'altitude). Mais entre ces deux extrêmes, il y a des zones où 

la transmission est saisonnière (notamment sur les marges des hautes terres centrales 

entre 600 et 900 m d'altitude). Globalement, quatre faciès épidémiologiques du 

paludisme sont décrits, en lien direct avec les facteurs climatiques et en tenant compte 

de la durée et l’intensité de la transmission : 

 Paludisme stable à forte transmission toute l’année sur la côte Est (faciès 

équatorial), et le Sambirano au Nord jusqu’à une altitude de 700m environ 

 Paludisme stable mais avec forte transmission en saison des pluies 

(novembre à mars) sur la côte Ouest d’une altitude de 900m jusqu’à la mer 

au Nord de Morobe et le Nord (faciès tropical), 

 Paludisme instable à transmission liée aux précipitations dans le Sud (faciès 

sahélien), 

 Paludisme instable et saisonnier (novembre à avril) sur les Hautes Terres 

Centrales jusqu'à 1500 mètres d’altitude (faciès montagnard). 

 

Cette diversité de niveau de transmission n’est point constante ; et des recrudescences 

voire des épidémies du paludisme peuvent survenir dans des zones de faible 

transmission pour des raisons diverses et variées dont la rupture des médicaments 

antipaludiques [33]. 

Dans différents pays d'endémie palustre, des changements évidents dans 

l’épidémiologie du paludisme sont notés et prises en compte [17,30,31]. A Madagascar, 

les mesures de base de la classification de l’endémicité palustre sont représentées par 

l’incidence du paludisme (paludisme maladie) et par la prévalence de l’infection 

plasmodiale chez les enfants. Les referentiels sont principalement les enquêtes sur les 

indicateurs paludométriques et démographiques [23]. La figures 2 illustre la variation du 

niveau de transmission dans le temps et selon les faciès épidémiologiques prédéfinis 

jusqu’en 2016. 



8 

 

 

 

 

Figure 2: Evolution de la prévalence du paludisme selon les facies épidémiologiques 

chez les moins de 5 ans entre 2011 et 2016, à Madagascar. 

Source: USAID. President ’s malaria initiative 2018. USAID. 2018. 

Surveillance du paludisme à Madagascar 

L'histoire du paludisme à Madagascar, marquée par l'épidémie meurtrière des années 

1870, 1890, 1980, montre les effets néfastes de l’anthropisation du milieu (construction 

des temples, riziculture), de la mobilité humaine (déplacement peu avant le début de la 

colonisation), du relâchement des mesures de surveillance et de lutte (arrêt de la 

nivaquinisation et de l'aspersion intradomiciliaire de DDT),et de la crise économique 

(accompagnée par l'érosion du système de santé) [32,33].  

Compte tenu de l’endémisation secondaire du paludisme [35], les stratégies de lutte 

adoptées en 1949 en vue d’éradiquer cette maladie ont été basées sur les pulvérisations 

intra domiciliaire de DDT et la chimioprophylaxie hebdomadaire par la chloroquine 

chez les enfants. L’efficacité de cette lutte a conduit à une réduction de la prémunition 

après 20 ans; et l'arrêt de la chimioprophilaxie et de la campagne de pulvérisation de 

DDT vers la fin des années 1960 explique le retour du paludisme et l’épidémie 

meurtrière des années 1980 [34]. 
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La circulation libre de la chloroquine (vente en épicerie entre autres) en 1988 et la 

reprise de l’aspersion intra-domiciliaire de DDT ont été les principaux moyens utilisés 

pour arrêter cette épidémie [29]. 

 

L'ambition du Gouvernement Malagasy à éliminer le paludisme est affiché depuis la 

révision de la politique nationale de lutte contre le paludisme en 2005 [35]. En janvier 

2011, à travers une Revue du Programme Paludisme (RPP), le Gouvernement Malagasy 

s'est engagé avec ses partenaires à mener une évaluation de la performance du dernier 

Plan Stratégique et du programme de lutte contre le Paludisme dans son ensemble visant 

à une planification adaptée au contexte épidémiologique actuel. Elle a démontré la 

priorité que les partenaires et le gouvernement accordent à la lutte contre le paludisme, 

l’engagement politique manifeste des dirigeants et autorités du pays, la planification et 

le développement des plans et stratégies basés sur les évidences, la prestation gratuite 

des soins et une relative augmentation des ressources financières. Les conclusions de la 

revue ont permis de mettre en évidence les progrès et la performance des interventions à 

travers une augmentation de la couverture des interventions et de raffermir 

l’engagement des partenaires autour de l’Etat dans sa vision de « Zéro décès » à 

Madagascar en 2017. Les interventions définies dans le Plan Stratégique 2013-2017 

s’inscrivent dans ce contexte de réduction de la morbidité et de la mortalité et seront 

mises en œuvre selon le nouveau profil épidémiologique qui divise le pays en trois 

zones opérationnelles d’intervention. Le pays s’est ainsi engagé jusqu’en fin 2017, à 

atteindre les objectifs décrits dans le Tableau II. La consolidation de la mise à l’échelle 

des stratégies dans le cadre de l’élimination du paludisme nécessite la mise en place 

d’un système de surveillance apportant des informations sur la tendance de la maladie, 

la résistance aux antipaludiques et aux insecticides ainsi que la gestion du programme 

en général. Aussi, la composante suivi et évaluation constitue un des points clés du 

programme de lutte contre le paludisme à Madagascar. 

 

 

 

 



10 

 

 

 

Tableau II : Objectifs du plan stratégique 2013-2017 de lutte contre le paludisme à 

Madagascar. 

 DISTRICTS EN PHASE DE 

CONTROLE  

(mise à l’échelle et consolidation): 

 
DISTRICTS DE PRE-

ELIMINATION : 

Critères 

de 

définition 

Prévalence parasitaire chez les moins 

de 5 ans:  

Taux de positivité au RDT>5%, 

Au moins 10% de la population a été 

testé 

Incidence parasitaire annuelle (API) 

>10 cas/1000 population. 

 

On distingue deux niveaux de phases 

de control : 

1) Control phase 1 ou mise à 

l’échelle : couverture des 

interventions antipaludiques à 

moins de80% 

Priorité aux interventions de 

mise à l’échelle 

2) Phase de consolidation : 

couverture des interventions 

antipaludiques à 80% et plus  

Priorité au maintien de cette 

forte couverture et au 

renforcement de la 

surveillance 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prévalence parasitaire chez les 

moins de 5 ans:  

Taux de positivité au RDT 5%, 

Au moins 10% de la population 

a été testé 

Incidence parasitaire annuelle 

(API) 10 cas/1000 population. 
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Objectifs 

des 

stratégies 

de lutte 

•Amener au moins 90% de la 

population à utiliser les MID comme 

moyen de prévention 

•Amener au moins 80% des femmes 

enceintes à observer le Traitement 

Préventif Intermittent (TPI) 

conformément à la politique nationale 

dans les zones ciblées. 

 

 

 

•95% des structures sont 

aspergées dans les zones ciblées 

•Mettre en place toutes les 

mesures de surveillance 

adéquates au niveau des zones 

de pré-élimination. 

•Prendre en charge correctement au moins 95% des cas de paludisme vus au 

niveau des formations sanitaires. 

 

•Prendre en charge correctement au moins 80% de cas de fièvre ou notion de 

fièvre au niveau communautaire dans les 24 heures suivant l’apparition des 

symptômes chez les enfants de moins de 5 ans 

•Détecter et gérer correctement 100% des épidémies 

 

•Amener au moins 85% des populations cibles des interventions par zone à 

adopter des comportements favorables à la lutte contre le paludisme 

 

•Assurer une disponibilité permanente des moyens diagnostique et 

thérapeutique antipaludique dans au moins 95% des formations sanitaires. 

 

•Assurer le contrôle qualité d’au moins 90% des données rapportées par les 

formations sanitaires sur la lutte contre le paludisme. 

 

Le Plan Stratégique National (PSN 2018-2022) en vigueur s’adapte aux changements 

dans l’épidémiologie du paludisme et vise l’élimination progressive du paludisme. Huit 

zones épidémiologiques sont définies. Voir figure 3 pour illustration. 
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Figure 3: Stratification Paludométrique de Madagascar, NMCP 2018-2022 

Source : President’s malaria initiative 2018. USAID. 2018. 
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DIAGNOSTIC PARASITOLOGIQUE DU PALUDISME 

Le diagnostic du paludisme - une maladie parasitaire [36] causée par des protozoaires 

du genre Plasmodium, est une urgence [37]. En présence d'une symptomatologie 

évocatrice et d’arguments épidémiologiques avérés [38], le diagnostic parasitologique 

de l’infection plasmodiale est à réaliser. Ce diagnostic consiste à confirmer la présence 

(i) de parasites dans le sang par la microscopie, (ii) ou la détection des antigènes 

plasmodiaux par le test de diagnostic rapide (TDR) ou (iii) la présence d’ADN ou 

d'ARN de Plasmodium par Polymérase Chain Reaction (PCR) [39]. Le choix de l’outil 

de diagnostic varie selon le contexte [40]. La rigueur est exigée pour assurer la fiabilité 

des résultats. L’étroite collaboration entre praticiens et biologistes est de mise [41]. 

Tests de diagnostiques rapide (TDR) du paludisme 

Il s’agit d’une méthode de diagnostic indirect et pratique basée sur la détection 

d’antigènes plasmodiaux par immunocapture ou immunochromatochraphie sur une 

petite quantité de sang (5 à 15µl) comme Histidine Rich Protein 2 (PfHRP2) spécifique 

de P. falciparum, la lactate deshydrogenase (PvLDH) spécifique de P. vivaxou 

l’aldolase produite par toutes les espèces de Plasmodium (pan- aldolase).Selon les 

recommandations des fabricants, la lecture du résultat se fait après un temps donné au-

delà ou au- deçà duquel l’interprétation n’est pas fiable mais cette durée excède 

rarement 30mn [42,43]. 

 

Sur le plan opérationnel, dans le dépistage (passif) et la prise en charge des cas suspects 

de paludisme, la politique nationale de lutte contre le paludisme recommande, 

l’utilisation des tests de diagnostics rapides au niveau communautaire [4]. Cette 

technique non quantitative permet, selon les fabricants, un diagnostic de l’espèce 

plasmodiale (P.falciparum ou non-P.falciparum). 
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L’intérêt d’un diagnostic parasitologique rapide, accessible et fiable relève surtout de 

l’urgence diagnostique et thérapeutique de cette infection potentiellement grave (selon 

le terrain et l’espèce en cause) mais aussi des inconvénients du traitement présomptif 

[22]. 

Microscopie (Annexe 1) 

Le diagnostic microscopique du paludisme demeure la technique de référence pour le 

diagnostic biologique du paludisme. Il s'agit d'une méthode de diagnostic direct basée 

sur la détection et la détermination des espèces de Plasmodium présentes. La recherche 

d'hématozoaires peut se faire sur des gouttes épaisses ou des frottis minces colorés au 

Giemsa. La microscopie permet de mesurer les charges parasitaires ou parasitémie (voir 

annexe 1). De la confection de frottis sanguin (frottis mince ou goutte épaisse) à 

l’examen au microscope chaque étape faite de procédures normalisées de cet examen 

technique exige un grand soin et des compétences visuelles et analytiques précises. 

Sur le plan pratique, l'examen des gouttes épaisses est plus sensible pour le diagnostic 

du paludisme. La goutte épaisse sèche, bien conservée sur site est prête pour la 

coloration [44]. L'expérience de notre unité d'accueil montre qu'il est crucial de rapatrier 

au laboratoire les gouttes épaisses 15 jours après leurs confections. Autrement, on risque 

de perdre en qualité de coloration. 

Polymérase Chain Reaction (PCR) 

Parmi les moyens de diagnostic biologique indirect de l’infection plasmodiale, la 

Polymérase Chain Reaction ou PCR est une technique sensible qui permet la détection 

de matériels génétiques (ADN ou ARN) des parasites du genre Plasmodium dans le 

sang. Le seuil de détection parasitaire est de 1 parasite par microlitre pour la PCR 

nichée jusqu’à 0,02 parasite par microlitre pour la PCR en temps réelle, et peut être 

réalisée en un temps relativement moindre. Il s’agit de réplication in vitro de séquences 

spécifiques d’ADN aboutissant à des dizaines de milliards d’exemplaires d’un fragment 

d’ADN particulier (ADN cible) à partir d’extrait d’ADN (ADN matriciel). Si la 

séquence cible, ici celui de Plasmodium, est présente (même à quantité infinitésimale) 

dans l’extrait d’ADN, il est possible de sélectivement la répliquer (amplification) en très 

grande quantité. 
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Principes essentiels sur la PCR pour le diagnostic du paludisme. 

La PCR consiste en l’amplification en série d’une séquence d’ADN cible par l’ADN 

polymérase. Cette technique repose sur le mécanisme de réplication de l’ADN in vivo 

qui peut se dénaturer et dénaturer. La PCR repose sur deux principes : 

1. Les « ADN polymérases ADN dépendantes thermostables » ont des propriétés de 

synthèse enzymatique et d’initiation « ADN double brins spécifique » 

2. L’hybridation et la deshybridation des brins complémentaires d’ADN est fonction de 

la température. 

Elle comprend les cycles répétitifs suivants : 

 La dénaturation (92 à 95°C), conversion de l’ADN bicaténaire en ADN 

monocaténaire (simple brin). 

 L’hybridation (56 à 64°C), fixation des deux amorces oligonucléotidiques ou « 

primers » sens et anti-sens définissant la séquence d’ADN à amplifier. 

 L’élongation (72°C), synthèse de l’ADN complémentaire en utilisant l’ADN 

polymérase en présence de Mg2+ comme co-facteur et les désoxynucleotides tri 

phosphates ou dNTP. 

Deux variantes de la technique PCR ont été utilisées pendant l’étude : la PCR en temps 

réel et la PCR nichée ou nested-PCR. 

La PCR en temps réel 

Cette technique permet de visualiser en temps réel l’amplification des gènes à l’aide 

d’un marqueur fluorescent dont l’émission est directement proportionnelle à la quantité 

de produits d’amplification obtenus d’où son autre appellation PCR quantitative. En 

utilisant Eva Green (agent intercalant sur les ADN double brin), la spécificité de la PCR 

se base sur les amorces. Lors de la réaction d’amplification par PCR, le colorant libre en 

solution émet peu de fluorescence. Durant l’étape d’élongation, une augmentation de la 
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fluorescence est associée à la quantité de colorant se fixant à l’ADN double brin 

naissant.  

Lorsque suivi en temps réel, l’augmentation du signal de fluorescence est observée 

pendant l’étape de polymérisation et l’émission fluorescente décroît complètement 

lorsque l’ADN est dénaturé à l’étape suivante. Ainsi, l’émission de fluorescence est 

mesurée à la fin de chaque étape d’élongation pour chacun des cycles par un système de 

lecture intégré à l’appareil de PCR en temps réel qui permet de suivre l’augmentation de 

la quantité d’ADN amplifié durant la réaction, voir figure 6 pour illustration. 

 

 

Figure 4: Courbe d’amplification pour la détection de Plasmodium sp. 

Source : Unité de Recherche sur le Paludisme, Institut Pasteur de Madagascar. 

La PCR nichée ou nested-PCR 

Elle consiste en l’utilisation de 2 paires d’amorces : une externe et une interne. La paire 

d’amorces externes permet d’amplifier un fragment plus long du gène à amplifier et la 

paire d’amorces internes permettant d’amplifier spécifiquement une des séquences 

révélées par le couple d’amorces externes. Cette méthode a une bonne sensibilité 

permettant de détecter des parasites de l’ordre de 1 à 10 parasites par microlitre de sang 

[45]. La présence et/ou absence d’ADNp sera visualisée après électrophorèse sur gel 

d’agarose. Ce dernier consiste à la séparation des ADNp en fonction de leur taille à 

l’intérieur des « pores » du gel d’agarose sous l’influence d’un champ électrique.  

Contrôle négatif 

4 

3 

2 1 

1, 2, 3, 4: Positifs àPlasmodiumsp 
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La concentration en agarose utilisée est inversement proportionnelle à la taille attendue 

d’ADN.  

La visualisation des résultats s’opère en utilisant le bromure d’éthidium, agent 

intercalant des ADN doubles brins, qui en présence d’ultra-violet émettent une 

fluorescence [46], voir figure 5 pour illustration. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Source : Unité de Recherche sur le paludisme, Institut Pasteur de Madagascar.

1 2 3 4 T

+ 

T

- 

1 2 3 4 T

+ 

T

- 

P

M 

P

M 

P

M 

PM: Marqueur de poids 

moléculaire 

1 et 3: Positifs à P. falciparum 

2 et 4: Négatif  

T+: Témoin positif 

T-: Témoin négatif 

PM: Marqueur de poids 

moléculaire 

1, 2 et 3: Négatif  

2 et 4: Positifs à P. ovale 

T+: Témoin positif 
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Figure 5: Détection de P. falciparum et P. ovale par PCR nichée. 
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Deuxième partie : METHODES ET RESULTATS 

I. METHODES. 

I.1. Cadre et objectif de l’étude 

Notre étude fait partie intégrante du projet « Diversité génétique des populations 

anophéliennes à Marovoay » inclut dans le grand projet « Mesure de la transmission des 

plasmodium humains (falciparum, vivax et ovale) de l’Homme aux moustiques ».  Ce 

projet est réalisé et dirigé par le Groupe G4 Malaria et par l’unité de Recherche sur le 

Paludisme de l’Institut Pasteur de Madagascar. Les calendriers des activités ont été bien 

déterminés au préalable notamment concernant l’enquête parasitologique auprès des 

écoliers. Suite au passage du cyclone Enawo à Marovoay en Mars 2017, nous nous 

sommes proposée à étudier l'infection plasmodiale chez les écoliers dans la commune 

de Tsararano dans la zone rizicole de Marovoay. Les objectifs sont d’évaluer par PCR 

de la prévalence de l’infection plasmodiale chez ces enfants et d’évaluer leur 

connaissance, attitude et pratique sur le paludisme. 

Site d'étude. 

L'étude a été réalisée dans la commune rurale de Tsararano du district de santé de 

Marovoay (S 16°10’42.4’’, E 046°40’13.6’’) située à 80m d’altitude dans la partie 

Centre–est de la région côtière de Boeny dans la partie Nord-Ouest de Madagascar. 

Avec ses 4000 hectares de superficie mise en culture, au début, sa richesse hydrologique 

(naturelle et technologique) et une industrialisation de la récolte sur place, Marovoay, le 

deuxième grenier à riz de Madagascar fournit deux récoltes par an et pendant la période 

coloniale, on y exportait jusqu’à 60 tonnes de riz en destination de France, Maurice, La 

Réunion et la Côte orientale d’Afrique. En effet le riz est cultivé pendant deux 

périodes : le varyjeby pendant la saison sèche d’ Avril à Octobre et le varyasara 

pendant la saison de pluies d’Octobre à Mars [47]. Depuis des années, la riziculture et le 

paludisme sont liés à Marovoay [48]. 

La commune de Tsararano est une zone fortement rizicole. Elle comporte 10 fokontany, 

dont Tsararano, Androtra, Bevary, Ambanjabe, Bepako, Betaramamay, Tsiasesy, 

Andranomangatsiaka, Bekalila, Madirokely. 



19 

 

 

 

C’est dans le fokontany de Tsararano, un village entouré de rizières - gites larvaires 

permanents pour les anophèles vecteurs de Plasmodium illustrés par les figures 6 et 7 

[49]- que se trouvent d'une part les seules écoles primaires de la commune dont une 

école primaire publique et une école primaire privée où nous avons recruté les élèves 

qui ont participé à notre étude et d'autre part le seul Centre de Santé de Base niveau II 

de la Commune. 

 

 

Figure 6: Carte représentant le site d’étude : la commune rurale de Tsararano, District 

de Marovoay, région Boeny. 

Source : Image GoogleEarth. 

Le Fokontany de Tsararano est composé de six quartiers : Tsararano, Antananjiva, 

Antanambao, Ambalapamba, Ambalakida, Ambalavary. Le paludisme y est encore 

endémique avec une transmission pérenne [24]. Le contact Homme-vecteur est  

permanent, les conditions géo climatiques locales sont favorables au développement des 

parasites malgré les variations saisonnières documentées [10]. 
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Figure 7: Rizières à perte de vue dans la commune rurale de Tsararano servant de gites 

larvaires pour les anophèles vecteurs de Plasmodium. 

 

Type d’étude et période d’étude 

Deux enquêtes transversales en communauté ont été menées respectivement aux mois 

de Février et Mai 2017, consistant en des dépistages actifs de l’infection plasmodiale, 

d’une part et des enquêtes sur la connaissance l’attitude et la pratique (CAP) en matière 

de paludisme d’autre part. 

Population d’étude 

Les enquêtes de dépistage concernaient de façon exhaustive tous les écoliers 

consentants de l’école primaire publique et de l’école primaire privée (La Nichée) de la 

commune rurale de Tsararano. Les seules conditions d’exclusion pendant les enquêtes 

étaient le refus de l’enfant et/ou des parents ou des tuteurs. Par souci de discrimination 

et afin de traiter tous les enfants impaludés (TDR positifs) nous n’avons exclus que lors 

de l’analyse de données ceux âgés de plus de 15ans, la limite d’âge en pédiatrie. 

L’enquête CAP ne concernait que les enfants âgés de 10 ans à 15 ans et plus. 

Concernant l’enquête CAP en Février, pour chaque classe, nous avons constitué un 
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échantillon incluant le cinquième des élèves de 5 à 10 ans choisis au hasard. En Mai, 

tous les élèves de 10 à 15 ans ont été enquêtés. 

 Dépistage de l’infection plasmodiale chez les écoliers 

Enquête auprès des écoliers sur site 

 

Les deux enquêtes ont été effectuées en Février 2017 (saison de pluies) et en Mai 2017 

(saison sèche). La réalisation de cette enquête sur terrain consistait à la fois à un 

dépistage actif de l'infection plasmodiale et une enquête sur les Connaissances, 

Aptitudes et Pratiques (CAP). Après obtention du consentement éclairé, les 

informations individuelles (âge, sexe, …) ont été recueillies pour chaque écolier. Un 

prélèvement sanguin au bout du doigt, à l’aide de lancette à usage unique, a été réalisé 

pour effectuer le TDR, recueillir des gouttes de sang sur papier buvard pour les analyses 

moléculaires, et effectuer un frottis sanguin sur lame porte-objet (goutte épaisse et 

frottis mince) pour le diagnostic microscopique. Un identifiant unique pour chaque 

élève a été attribué et collé sur la fiche d’enquête, la cassette du TDR, la lame porte-

objet, et le papier buvard. 

Les prélèvements ont été acheminés aux laboratoires de l'Institut Pasteur de Madagascar 

pour réaliser les analyses microscopique et moléculaire. 

Pour le dépistage du paludisme, nous avons utilisé suivant les recommandations du 

fabricant le TDR Care StartTM (Access Bio, Somerset, USA) détectant à la fois 

l’antigène pan-LDH et l’antigène PfHRP2. Les résultats des TDR ont été portés à la 

connaissance des directeurs, instituteurs, parents et écoliers. Conformément à la 

politique nationale de lutte contre le paludisme en vigueur, les enfants impaludés (TDR 

positif) ont été traités par ACT (artésunate + amodiaquine) comprimés sécables de par 

voie orale en une prise par jour pendant trois jours. La première dose de médicament a 

été administrée par notre équipe médicale et les comprimés pour les deux derniers jours 

de traitement ont été confiés à l'enseignant avec des consignes précises.  

A la fin de l’enquête une sensibilisation par IEC- CCC (Information, Education, 

Communication pour le changement de comportement) a été faite dans l’optique 

d'améliorer leur connaissance, attitudes et pratique en matière de lutte contre le 

paludisme.
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Diagnostic du paludisme au laboratoire à l'IPM 

Le diagnostic du paludisme par la microscopie ou par la PCR a été réalisé à l’Unité de 

Recherche sur la Paludisme à l'IPM. 

 Microscopie : Des frottis sanguins ont été confectionnés à Marovoay pour 

chaque élève. L’acheminement des frottis sanguins vers l’Institut Pasteur de 

Madagascar a été effectué après séchage. Après coloration au Giemsa puis 

séchage sous hotte, Voir figure 8 pour illustration, 30 % des lames des TDR 

négatifs et toutes les lames des TDR et PCR positifs ont été examinés au 

microscope à l’huile d’immersion à l’objectif ×100 par des microscopistes 

expérimentés. 

La parasitémie a été estimée après comptage de parasités détectés contre 500 

leucocytes, en admettant que la densité de leucocytes est estimée à 8000 par 

microlitre de sang, voir annexe 1. Vingt pour cent des frottis tirés au sort ont été 

réexaminés par un autre microscopiste pour le contrôle de qualité interne. La 

recherche de Plasmodium sp est considérée définitivement négative si l’absence 

de parasite après comptage de 2000 leucocytes est confirmée. 

 

 

Figure 8: Séchage des frottis colorés sous hotte. 

Source : Unité de Recherche sur le Paludisme, Institut Pasteur de Madagascar 
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 PCR :  

Les réactifs ainsi que les matériels de laboratoire utilisés pendant l’étude sont présentés 

dans le Tableau III. 

 Extraction d’ADN. 

Le protocole de l’extraction est résumé sur les figures 9 et 10. Pour chaque échantillon 

de sang déposé sur papier buvard, 2 puits ont été découpés à l’aide d’une pince 

perforatrice ou « puncher » puis transvasés dans de tube stérile 2 ml étiqueté. La pince 

perforatrice a été désinfectée par de l’éthanol absolue puis flambage au Bec Bunsen 

après chaque découpage d’échantillon différente. Pour chaque tube contenant les 

échantillons découpés, un mélange de 950µl de PBS 1X et 50µl de saponine 10% a été 

incubé à 4°C pendant une nuit permettant la lyse des hématies. Deux séries de lavage 

avec 1 ml de PBS 1X séparé par incubation à 4° C pendant 5 minutes suivent par la 

suite pour éliminer les restes de saponine. La purification se fait par plusieurs étapes : 

180µl de tampon ATL a été ajoutés dans chaque tube contenant les échantillons et 

incubé à 85°C pendant 30 min ; puis 20µl de protéinase K a été additionnés dans chaque 

tube permettant l’élimination des protéines, le mélange a été homogénéisé au vortex 

puis incubé à 56° C pendant 1heure (la protéinase K permet de libérer l’ADN nucléaire 

en digérant les histones qui lui sont associées dans les chromosomes eucaryotes); 200µl 

de tampon de AL a été additionnés par la suite dans chaque tube, le mélange a été 

homogénéisé au vortex puis incubé à 70° C pendant 30 minutes. Afin de précipiter 

l’ADNp, 200µl d’éthanol absolu ont été ajoutés dans chaque tube et le mélange a été 

homogénéisé puis centrifugé pendant 1 minute à 8000 tour par minute (rpm). Le lysat 

est transvasé dans la colonne de silice puis centrifugé pendant 1 minute à 8000rpm. 

D’autres séries de lavage ont été effectuées, lavage 2 fois avec 500µl du tampon AW1 

et AW2 respectivement 1 minute à 8000rpm et 3 minutes à 14 000rpm. Ces lavages 

permettent d’éliminer les traces d’éthanol. L’ADNp est élué en déposant 60µl d’eau 

distillée stérile au centre de la colonne puis incubé à température ambiante pendant 5 

minutes. L’éluât est récupéré par centrifugation pendant 1 minute à 10 000rpm. Cette 

étape a été répétée 2 fois. Le tube contenant l’extrait d’ADNp est étiqueté avec un 

encodage unique puis conservé à 4°C jusqu’à l’utilisation. 
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 Détection et typage de Plasmodium sp par PCR en temps réel 

La PCR consiste en l’amplification en série d’une séquence d’ADN en utilisant l’ADN 

polymérase. Pour la détection de la présence de Plasmodium sp nous avons adopté une 

technique développée à partir de la méthode décrite par Snounou et ses collaborateurs 

en 2002 basés sur la détection de des séquences spécifiques du gène de l’ARN 

ribosomal (ARNr) 18S de Plasmodium. La première étape consiste à amplifier une 

région de 1600 paires de bases commune à toutes les espèces plasmodiales en utilisant 

les amorces RPLU3 et RPLU4 [50]. Dans ce travail nous avons utilisé la PCR par 

fluorométrie temps réelle et choisi un agent intercalant contenus dans un Master MIX, 

Evagreen, une variante de la technologie SYBERTM Green I. Le mélange réactionnel 

contient 1μl d’ADN, 5,5μl Eva Green et 0,625μl de chaque primer. En ajoutant 17,25µl 

d’eau distillé stérile, le volume final contenu dans chaque puits est de 25µl. Chaque 

barrette et chaque puits qu’ils contiennent sont préalablement numérotés à l’aide d’un 

marqueur indélébile à pointe fine et déposés sur un portoir réfrigéré adapté. Les 

conditions de PCR sont : dénaturation initiale à 95°C pendant 15min suivie de 

l’amplification en 40 cycles : 15s à 95°C, 30s à 53°C, et 30s à 68°C, avec une 

acquisition de la fluorescence à la fin de chaque étape. L’amplification est 

immédiatement suivie d’un programme de « melting » de 55°C à 95°C, avec un 

incrément de température de 0.5°C/s, 5 secondes par étape et une acquisition de la 

fluorescence à la fin de chaque étape de transition de la température. Toutes ces 

conditions sont programmées dans le thermocycleur Applied Biosystems Step one plus 

N° 27 200 5446. 



25 

 

 

 

Tableau III : Réactifs et matériels utilisés pour la PCR. 

 REACTIFS MATERIELS 

Extract

ion 

d’ADN 

de 

Plasmo

dium sp 

 Kit Qiagen pour extraction : 

 Buffer AL: tampon de lyse 

 Protéinase K : élimination des 

protéines 

 Ethanol absolue (96 à 100°) : 

précipitationde l’ADN 

 

 

 

 Eau Distillée stérile (EDs) : tampon 

d’élution 

 

 Kit Qiagen pour extraction 

(QiAamp DNA Blood Mini 

Kit 250) : 

 Tubes à colonne 

 Tubes collecteurs ou 

tubes jupés-

Micropipettes et 

pointes à filtres 

correspondants : 20μl 

à 200μl, 1000μl 

 Tubes stériles 1,5ml et 2 ml 

 Portoir 

 Vortex 

 Bloc chauffant 

Centrifugeuse 

 

PCR 

 

 EDs 

 Tampon 10x:(10μM) (Buffer 10x Solis 

biodyne, RBD 1990) 

 MgCl2 25mM (Solis biodyne, M 27 

50) 

 dNTPmix 20mM (Solis biodyne, 

DNTP 23 20 ) 

 Taq-polymérase (Solis biodyne, F10 

70) 

 Evagreen (Solis BioDyne, Cat. no. 08-

25-00001) 

 Couples d’amorces sens et anti-sens 

 

 

 Portoir glacé 

 Microtubes en barrette, 

plaque à 96 puits 

 Micropipettes, pipettes 

multicanaux et pointes à 

filtres correspondants : 

0,5μl-10μl, 2μl-20μl, 20μl-

200μl, 1000μl 

 Tubes stériles 1,5 et 2ml 

 Centrifugeuse 

 Thermocycleur 
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Post-

PCR 

 Poudre d’agarose 

 TAE : Tris Acétate d’EDTA 

 BET : Bromure d’éthidium 

 Bleu de bromophénol : bleu de charge 

Marqueur de taille 100 bp (DNA 

ladder, SolisBioDyne) 

 Cuve à électrophorèse 

 Balance 

 Four microonde 

 Gel scan 

 Micropipettes, pipettes 

multicanaux et pointes à 

filtres correspondants : 

0,5μl-10μl, 2μl-20μl 
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Figure 9: Préparation des échantillons pour l’extraction d’ADN à partir du sang sur 

papier buvard. 
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Figure 10: Purification d'ADN à partir du sang sur papier buvard 
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 Détection de P. falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae par 

PCR en temps réel. 

La PCR pour l’identification d’espèce ne concerne que les échantillons vus positifs au 

premier PCR de détection (ratissage). Pour ces trois espèces, il s’agit d’une technique de 

PCR en temps-réel développée à partir de la technique de de Monbrison et ses 

collaborateurs en 2003 permettant la détection simultanée des quatre espèces 

plasmodiales par la même méthode de PCR temps –réel par fluorométrie. 

Pour la méthode de de Monbrison et ses collaborateurs, les trois couples d’amorces 

utilisés pour la détection de ces trois espèces plamodiales sont présentes dans chaque 

échantillon et les conditions d’amplification du programme consistent en une 

dénaturation initiale à95ºC pendant 10 min ; 35 cycles d’amplification faite chacune 

d’une dénaturation à 95°C pendant 10sec puis hybridation à 58°C pendant 10sec et 

enfin élongation à 72°C pendant 30sec. Dans ces conditions, la détection simultanée de 

l’amplification des trois espèces ne sera positive que pour la ou les espèces présentes 

dans chaque échantillon. La différence avec notre technique est que l’on n’a plus fait 

une détection de Plasmodium sp par les primers Psp1 et PSP 2 car elle a déjà été faite 

ultérieurement et séparément en utilisant le couple de primer Rplu3/ Rplu4.  

 Détection de Plasmodium ovale sp par PCR niché. 

Pour les échantillons vus positifs à la détection de présence de Plasmodium spp, le reste 

d’extrait d’ADN du deuxième aliquot seront testés pour identifier l’espèce. Nous avons 

choisi d’effectuer une technique de PCR nichée conventionnelle développée à partir de 

la technique de Fuehrer et Noedl en 2014 afin d’identifier la présence de P.ovale  qui 

affiche, dans la littérature et au laboratoire, quelques difficultés pour la détection par 

PCR en temps réelle, selon les primers utilisés. Pour cette technique de PCR standard, 

ou conventionnelle en deux principales étapes (deux PCR), la procédure à suivre pour 

ces deux PCR comprend à part les étapes retrouvées pour la PCR en temps réelle une 

étape additionnelle appelée Post-PCR. Cette étape à part, qui, « analyse » les produits de 

PCR sur un principe de fluorométrie par ultra-violet, et non par laser de fluorescence, 

après un principe de migration par électrophorèse sur gel d’agarose. En effet les 

résultats d’amplification après lancement du thermocycler, « classique », contenues des 

tubes sont appelé amplicons. Dans cette technique de PCR, nichée, les amplicons issus 
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du 1er PCR avec comme couple de primers Rplu1/Rplu-5 seront ajoutés, au lieu 

d’extrait d’ADN, à un second Mix, préalablement préparé dans des tubes fermés dont le 

couple de primer spécifique de l’espèce est Rova1wc, Rova2wc (avant d’être amplifiée 

au thermocycler). 

Le programme choisi, contenant les conditions d’amplifications dans le thermocycler 

est le même pour les deux réactions de PCR. Ce n’est qu’après cette seconde réaction 

que les produits d’amplifications mélangé à du bleu de charge et à un agent intercalant, 

le bromure d’éthydium ou BEt, seront déposés dans l’ordre sur le gel de migration 

préalablement préparé. Un autre réactif appelé marqueur de taille est déposés aux deux 

extrémités de chaque ligne formée les puits du gel. Comme pour la PCR en temps réel il 

faut inclure et marquer, ici pour chaque ligne, les témoins positifs et négatifs. En 

routine, le témoin positif est déposé à une extrémité juste après le marqueur de taille. 

La migration sur électrophorèse selon la taille de base attendue (en se référant au 

marqueur de taille) et suivant des conditions électriques spécifiques dure une à deux 

heures selon le protocole et les conditions techniques (baisse du voltage l’après-midi). 

Selon sa taille, le gel de migration sera ensuite découpé à l’aide du gel-cutter (ou non) et 

soumis, (une partie après l’autre) à l’excitation ultraviolette du gel-scan où il sera 

déposé, par transillumination. Les échantillons positifs émettront une florescence qui 

sera captée par le camera intégré. Cette image d’alternance, ou non (si les échantillons 

sont tous positifs) de bandes fluorescentes et non fluorescentes est alors imprimée. Le 

recueil des résultats consiste à marquer sur une fiche préétablie contenant l’identifiant 

des échantillons positifs selon l’ordre de déposition des échantillons. Voir figure 11 

pour illustration. 
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Figure 11: Protocole expérimental de la PCR nichée spécifique à la détection de P. 

ovale. 
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Enquête CAP 

Les informations sur les connaissances, l’attitude et la pratique sur le paludisme chez les 

écoliers de 10 à 15ans que nous illustrons par la figure 12, ont été recueillies sur un 

questionnaire adapté à partir de celui de l’enquête EIPMD (Annexe 2). L’entretien a été 

dirigé en malgache mais nécessitait l’aide des agents communautaires autochtones pour 

l’adaptation au dialecte local au cours des interviews. Chaque entretien durait 

respectivement 8 à 12 minutes. 

En résumé les renseignements recueillis par l’enquête CAP pour les élèves de 10ans à 

15 ans étaient axés sur la connaissance de : 

 la transmission du paludisme 

 la prévention du paludisme 

 le diagnostic et traitement du paludisme 

A la fin de chaque enquête, chaque élève a été remercié individuellement. Mais surtout, 

nous avons fait une brève séance d’information sur le paludisme (orientée vers la 

prévention individuelle basée sur l’utilisation des moustiquaires) et par la même 

occasion nous avons corrigé les notions erronées qui ont été évoquées lors des enquêtes 

(sur la transmission, les signes, la médication). 

 

Figure 12: Ecoliers dans la cour de l'école primaire publique de Tsararano. 
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Saisie et analyse des données 

Les données ainsi générées ont été enregistrées en double saisie dans Microsoft Excel 

2007 et analysées, par une analyse uni variée à l’aide du logiciel libre RStat 

(Développment Core Team). Les résultats des deux enquêtes ont été comparés en 

utilisant le Chi-square test de Pearson ou le test exact de Fisher et un p<0,05 a été 

considéré comme statistiquement significatif. 

Variables étudiées : 

Les variables analysées dans cette étude étaient : 

 Pour l’enquête de dépistage actif et l’enquête CAP : 

o L’âge 

o Le genre 

 Pour l’enquête de dépistage actif : 

o Le lieu de résidence : Fokontany, quartier  

o La présence de fièvre ou non 

o Les résultats de TDR et PCR 

o Les résultats de microscopie dont la parasitémie 

o L’espèce plasmodiale 

 Pour l’enquête CAP : 

o Connaissance sur la transmission du paludisme 

 Entendre le mot "paludisme" 

 Contracter le paludisme, piqûre moustique 

 Symptômes du paludisme, fièvre 

 Connaitre les sujets à risque 

 Savoir la période de transmission 

o Prévention du paludisme 

 Connaitre un moyen de prévention (MID, TPI, CAID) 

 Connaitre au moins 2 types de prévention 

 Utiliser MID bénéfique 

o Diagnostic et traitement du paludisme simple 

 Connaitre RDT 

 Connaitre ACT 
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Considérations éthiques 

Nous avons eu au préalable l’autorisation du CERBM auprès du ministère de la santé 

publique de Madagascar selon la lettre no.122 MNSANP/CE ; et aussi l'accord des 

autorités de l'éducation nationale et sanitaire du district de Marovoay. Par ailleurs nous 

avons eu l'appui des directeurs d’écoles et des enseignants pour remplir les fiches 

d’enquête. Les parents d’élèves ont été invités à une réunion par les Directeurs de 

chaque école le premier jour de chaque session de dépistage. Cette réunion consistait à 

une communication sur le déroulement et l’intérêt de l’étude, suivie d’une séance de 

question réponse. Nous avons informé tous les parents présents qu’un dépistage actif du 

paludisme et une enquête CAP sur le paludisme seront effectués ; et que leurs enfants 

étaient invités à participer s’ils le souhaitaient. Après chaque dépistage, nous avons 

distribué des biscuits empaquetés à chaque participant en guise de compensation. 

 

Limites de l’étude 

Nous ne pouvons prétendre avoir une population d’étude représentative des 

enfants d’âge scolaire de la commune de Tsararano même s’il s’agit de l’exhaustivité 

des écoliers de la commune. Certes leur nombre est suffisamment grand et ils viennent 

des différents Fokontany de la commune. Cependant, nous ne disposons officielles et 

celles sur le taux de fréquentation des écoles pour affiner notre analyse. D’autant plus 

qu’il nous a fallu exclure lors de notre analyse les données recueillis pour les enfants 

âgés de plus de 15 ans. 

Durant la réalisation de l’enquête, nous avons rencontré quelques difficultés. 

Le manque d’enquêteur parlant le dialecte local a été le principal frein à la 

rapidité de la réalisation des enquêtes surtout celle portant sur la connaissance, l’attitude 

et la pratique en matière de paludisme.  

L’équipe constituée de deux enquêteurs qualifiés pour le dépistage actif du 

paludisme pour la première enquête ajoutée d’un troisième enquêteur « stagiaire » s’est 

révélée être relativement insuffisante pour couvrir l’effectif des écoliers à enquêter pour 

chaque dépistage.  
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Au second dépistage, la plupart des refus et absences d’écoliers étaient liés à une 

réticence des villageois à tout acte médical causée par une rumeur sur laquelle une 

circoncision de masse par des « esprits » se fait dans la région de Boeny pour tous ceux 

qui n’ont pas encore été circoncis. Une partie de la population considère cette rumeur 

comme un moyen utilisé par les personnels médicaux qui font les actes de circoncision 

en milieu rural pour obtenir de l’argent. 

Les résultats des deux enquêtes ont permis d’objectiver l’impact du passage du 

cyclone Enawo sur l’augmentation des taux d’infection plasmodiale chez les écoliers 

mais à priori nous étions sur site avec du retard au second dépistage dû au fait que les 

missions ont été préprogrammées. 
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II. RESULTATS 

II.1 . Caractéristiques des écoliers à Tsararano. 

Pendant les deux enquêtes transversales dans les deux écoles primaires de la commune 

de Tsararano, au total, 524 écoliers ont été enquêtés en Février et 509 écoliers ont été 

enquêtés en Mai. Les caractéristiques sociodémographiques de ces écoliers sont 

montrées dans le Tableau IV. L’âge s’échelonne de 4 ans à 15 ans avec une moyenne de 

10 ± 2,4 an. 

Tableau IV : Caractéristiques des écoliers à Marovoay pendant les deux enquêtes 

transversales. 

 

Février - Mars 2017 Mai - Juin 2017 

 

(N=524) (N=509) 

Classe d'âge (an) N % N % 

4 – 5 11 2,1% 11 2,2% 

6 – 10 305 58,2% 289 56,8% 

11 – 15 208 39,7% 209 41,1% 

Fokontany 

 
 

 
 

Bepako 1 0,2% 1 0,2% 

Betaramahamay 1 0,2% 1 0,2% 

Madirokely 102 19,4% 93 18,3% 

Tsararano 420 80,2% 414 81,3% 

Genre 

 
 

 
 

Féminin 252 48,1% 250 49,1% 

Masculin 272 51,9% 259 50,9% 

Fièvre ou notion de fièvre     

Oui 66 12,6% 17 3,3% 

Non 458 87,4% 492 96,7% 

Dormir toutes les nuits sous MID     

Oui 390 74,4% 460 90,4% 

Non 134 25,6% 49 9,6% 
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Prévalence de l’infection plasmodiale chez les écoliers de Tsararano. 

Pendant la première enquête en saison pluvieuse, au mois de Février 2017, parmi les 

524 écoliers analysés, la prévalence de l’infection plasmodiale détectée par la RDT et la 

PCR ont été respectivement de 1,9% et 2,5%. Parmi les 509 écoliers qui ont participé à 

la seconde enquête en Mai 2017, en saison sèche, la prévalence de l’infection 

plasmodiale détectée par la RDT et par PCR ont été respectivement de 2,2% et 4,7%, 

voir Tableau V. 

 

Tableau V : Prévalence de l’infection plasmodiale par PCR et RDT pendant les deux 

enquêtes 

 

Février - Mars 2017 Mai - Juin 2017 

 

(N=524) (N=509) 

Diagnostic par RDT N % N % 

Positif 10 1,9% 11 2,2% 

Négatif 514 98,1% 498 97,8% 

Diagnostic par PCR 

 
 

 
 

Positif 13 2,5% 24 4,7% 

Négatif 511 97,5% 485 95,3% 

La médiane de la parasitémie pour la première enquête a été de 87 parasites/μl de sang 

(extrêmes : 48 à 1131 parasites/μl de sang). La médiane de la parasitémie a été de 3435 

parasites/μl de sang. Les extrêmes : 79 à 131 514 parasites/μl de sang, voir figure 13. 

 

Figure 13 : Image capturée par gamma caméra d'échantillon à forte parasitémie vue au 

microscope optique (goutte épaisse). 

Globule rouge  

Plasmodium 

falciparum  
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Des infections par P. falciparum ont été observées pendant les deux enquêtes. 

La PCR a été la méthode plus sensible pour la détection des infections plasmodiales.  

Comparaison entre les résultats des deux enquêtes 

Une augmentation de la prévalence de l’infection plasmodiale est observée au mois de 

Mai 2017 ; et la prévalence de l’infection plasmodiale a significativement augmenté au 

mois de Mai chez les filles. Voir Tableau VI pour illustration. 

Tableau VI : Infection plasmodiale détectée par la PCR chez les écoliers à Marovoay. 

 Février 2017 (E1) Mai 2017 (E2)  

 N n  

PCR 

pos 

% [IC95] N n  

PCR 

pos 

% [IC95] p-

value 

E1 vs. 

E2 

Age 

4 – 5 

 

11 

 

0 

  

11 

 

0 

  

6 – 10 305 8 2,6 [1,2 - 5,3] 289 16 5,5 [3,3 - 9,0]  

11 – 15 208 5 2,4 [0,8 - 5,8] 209 8 3,8 [1,8 - 7,7]  

Fokontany        

Bepako 1 0  1 0   

Betaramahamay 1 0  1 0   

Madirokely 102 4 3,9 [1,3 - 10,3] 93 6 6,4 [2,6 - 14,0]  

Tsararano 420 9 2,1 [1,0 - 4,1] 414 18 4,3 [2,7 - 6,9]  

Genre        

Féminin 252 1 0,4 [0,02 - 2,5] 250 9 3,6 [1,8 - 6,9] 0,01 

Masculin 272 12 4,4 [2,4 - 7,8]* 259 15 5,8 [3,4 - 9,6]  

Notion de fièvre        

Oui 66 1 1,5 [0,007 - 9,3] 17 0 0 [0 - 22,9]  

Non 458 12 2,6 [1,4 - 4,6] 492 24 4,9 [3,2 - 7,3]  

        

* p-value= 0,007 (comparaison entre le genre de l’enquêt1)    
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Caractéristiques des écoliers concernés par l’enquête CAP 

Concernant l’enquête CAP, les questionnaires des élèves de 10 à 15 ans ont été 

analysés. La moyenne d’âge pour la première enquête est de 12 ± 1,4 an et pour la 

seconde enquête de 11 ± 1,3 an, voir Tableau VII. 

 

Tableau VII : Caractéristiques des élèves concernés par les enquêtes sur la 

Connaissance, Attitude et Pratique (CAP) sur le paludisme. 

 

Enquête 1 (n= 65) Enquête 2 (n=127) 

 

n % [IC95] n % [IC95] 

Age 

10 – 12 46 71 [58 - 81,1] 111 87 [80 - 92,4] 

13 – 15 19 29 [18,9 - 42] 16 12 [7,6 - 20,0] 

Genre 

Féminin 28 43 [31,0 - 55,9] 50 39 [30,9 - 48,4] 

Masculin 37 57 [44,1 - 68,9] 77 61 [51,5 - 69,1] 

 

 

Résultats des enquêtes CAP des deux enquêtes 

Selon les résultats montrés par le tableau VIII, en général, une amélioration relative de 

l'état de connaissance des écoliers sur le paludisme a été observée en Mai 2017 sauf sur 

deux points qui sont l’utilisation bénéfique des MID en tant que moyen de prévention et 

le traitement à base de combinés d’Artémisinine ou ACT. Cette amélioration était 

nettement significative en ce qui concerne d’une part la connaissance des sujets à risque 

qui a été connue par 26% des élèves en Février puis par 61% en Mai. D’autre part, la 

connaissance du RDT pour le diagnostic qui a été notée chez 60 puis 83% des 

interviewés. 
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Tableau VIII : Connaissance sur le mode de transmission, la prévention, le diagnostic et traitement du paludisme parmi les écoliers à 

Tsararano Marovoay 

 

Enquête tous (N=192) Enquête 1 (N= 65) Enquête 2 (N=127) p-value 

 

n % [IC95] n % [IC95] n % [IC95] E1 vs E2 

Connaissance sur la transmission du paludisme 

Entendre le mot "paludisme" 168 88 [81,8 - 91,7] 56 86 [74,8 - 93,1] 112 88 [81,0 - 93,0] 

 Contracter le paludisme, piqûre moustique 152 79 [72,3 - 84,5] 50 77 [64,5 - 86,1] 102 80 [72,1 - 86,6] 

 Symptômes du paludisme, fièvre 135 70 [63,2 - 76,6] 45 69 [56,4 - 79,8] 90 71 [62 - 78,4] 

 Connaitre les sujets à risque 94 49 [41,7 - 56,2] 17 26 [16,4 - 38,8] 77 61 [51,5 - 69,1] <0,001 

Savoir la période de transmission 102 53 [45,8 - 60,3] 34 52 [39,6 - 64,7] 68 53 [44,5 - 62,4] 

 Prévention du paludisme 

Connaitre un moyen de prévention (MID, TPI, 

CAID) 148 77 [70,4 - 82,7] 46 71 [58 - 81,1] 102 80 [72,1 - 86,6] 

 Connaitre au moins 2 types de prévention 16 8 [5,0 - 13,4] 9 14 [6,9 - 25,2] 7 5 [2,4 - 11,4] 

 Utiliser MID bénéfique 106 55 [47,9 - 62,3] 42 65 [51,7 - 75,8] 64 50 [41,4 - 59,3] 0,08 

Diagnostic et traitement du paludisme 

       Connaitre RDT 144 75 [68,1 - 80,1] 39 60 [47,1 - 71,7] 105 83 [74,7 - 88,5] 0,001 

Connaitre ACT 111 58 [50,5 - 64,8] 41 63 [50,1 - 74,4] 70 55 [46 - 63,9] 0,37 

4
0
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Troisième partie : DISCUSSION 

I. DISCUSSION 

 

Infection plasmodiale chez les écoliers à Tsararano : les résultats des enquêtes 

transversales que nous avons menées indiquent que - quelle que soit la méthode de 

diagnostic utilisée et même pendant la période de pic de transmission du paludisme 

(Février), le taux d'infection plasmodiale était faible chez les élèves. Ces données 

reflétaient une faible intensité de transmission de paludisme. Il est pourtant à souligner 

qu'en 1998 (vingt ans en arrière), un taux d’infection plasmodiale de 21,7% était détecté 

en microscopie chez les écoliers de Tsararano [51]. 

Pour que l'on puisse mieux comprendre la situation, prenons un exemple de Cameroun, 

Kimbi et al. [52] ont rapporté en 2013 que chez une population d'écoliers (n = 728) de la 

même tranche d’âge que celle de Tsararano et d'une zone d’altitude comparable, la 

prévalence d'infection plasmodiale détectée par la microscopie était de 60,6%, (IC95% : 

54,6–65,9%) lors d’études transversale menée en période de pic de transmission. Ce 

contraste montre que le niveau de transmission retrouvé à Tsararano était faible. 

 

Surveiller et intervenir : bien qu'à petite échelle, notre étude épouse la vision 

"surveiller et intervenir". Les résultats des TDR effectués sur site ont permis de traiter 

les enfants impaludés qui ont participé à l'enquête à Tsararano. Une telle approche est 

applicable même lors des enquêtes en population quelle que soit la population 

concernée. 

Au-delà de notre étude, nous tenons à souligner que pour la progression vers 

l'élimination du paludisme, on aura normalement de plus en plus de régions avec des 

faibles taux de positivité de RDT. Ce qui est déjà la situation sur les hautes terres 

centrales de Madagascar. On peut citer les résultats de Rakotomanana et al. [53] qui 

rapportaient 1,3% de TDR positifs lors d’une étude incluant une enquête école en milieu 

urbain à Antananarivo en 2010. Afin de "surveiller et intervenir" efficacement, il faut 

des intrants et du personnel compétent. 
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Impact du passage du cyclone Enawo : Contrairement aux résultats attendus, une 

augmentation de la proportion d'enfants impaludés était notée en saison sèche, en Mai 

2017 par rapport aux données du mois Février 2017, ce, après le passage du cyclone 

Enawo en Mars 2017. En effet, si l’on se réfère à une études antérieure effectuée chez 

les écoliers de Tsararano aux mêmes périodes, on peut dire que la tendance a été 

inversée. Il est évident que les pluies qui accompagnaient le cyclone étaient favorable à 

l'augmentation des gites larvaires [54] et à l'humidité globale dans la région. La 

pullulation des populations d'anophèles qui s'en suivait augmentait le niveau de 

transmission des plasmodies. Dans la littérature, il est décrit que les cyclones tropicaux 

et les inondations, désastres naturels de nature hydrométéorologique sont des facteurs 

connus dans la survenue d’épidémies de maladies infectieuses telles celles à 

transmission vectorielle comme le paludisme par les changements qu’ils entrainent dans 

l’environnement, l’écosystème des agents pathogènes et les conditions humaines [55]. 

Les données du registre d’activités du centre de santé de base de Tsararano ont montré 

que depuis le début de l’année 2017 jusqu’à notre passage en Mai 2017 pour la 

deuxième enquête dans les écoles, le taux de positivité maximale de TDR chez les 

consultants fébriles était de 17,8% lors de la dernière semaine d'Avril 2017 (soit trois 

semaines avant la deuxième enquête). De plus amples études longitudinales impliquant 

des variables météorologiques et une modélisation seraient sans doutes indispensables 

afin d’apporter plus pertinentes explications. 

Voir figure14 pour illustration. 

.



 

 

 

 

 

Figure 14: Augmentation de la précipitation dans le district de Marovoay après le passage du cyclone Enawo en Mars 2017. 

Source : Direction d’Exploitation de la Météorologie (DEM) Ampasapito, Antananarivo  Madagascar
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Transmission dynamique du paludisme et défis de la lutte : 

Rien que l’étendu des rizières accroissant la surface de gites larvaires favorables aux 

anophèles et s’étendant avec la maitrise de l’eau depuis l’époque coloniale même où on 

y a élaboré et exécuté un plan d’irrigation contribue à expliquer la permanence de la 

transmission dans la région. A tout ceci s’ajoute la richesse hydrologique naturelle de la 

région qui y entretien une humidité per annuelle quasi-constante dont l’ influence de la 

pluviométrie locale n’a que peu de conséquence car en prenant leur source dans les 

grands lacs limpides d’Ankarafantsika, la constance de leur débit est assurée [47]. Bien 

que la pluviométrie soit faible à la fin de l'année 2016 et au début de l'année 2017, nos 

résultats confirment la permanence de la transmission du paludisme à Tsararano. Nos 

résultats montrent que les enfants impaludés ont été de différents fokontany de la 

commune rurale de Tsararano. Les plus touchés ont été les fokontany de Tsararano et de 

Madirokely. La présence d'enfants impaludés indique la présence de réservoirs 

éparpillés dans la commune. Ce qui reflète un problème qui est beaucoup plus large au 

niveau du district de Marovoay et certainement dans la région de Boeny. Le défi pour 

réussir l'élimination du paludisme est ainsi immense. Si le niveau de transmission du 

paludisme à Tsararano était faible en 2017 (nos résultats le montrent et les données du 

centre de santé de base de Tsararano révèlent qu'il y a eu peu de malades impaludés à la 

même époque), on ne doit pas oublier que rien n'est figé; et que la transmission du 

paludisme est dynamique [30].Une pluviométrie normale dans la région est favorable au 

développement des différentes espèces de vecteurs (complexes Anopheles gambiae et 

Anopheles funestus) ; et pourrait accélérer la transmission avec la présence de réservoirs 

de Plasmodium infectant l'homme. On ne doit pas s'étonner si le nombre de cas se 

multiplie par dix en espace de deux saisons de transmission surtout si les médicaments 

et les outils de diagnostic font défaut. 

 

PCR pour la détection du paludisme chez les écoliers : dans notre étude, dans l'intérêt 

des élèves, les résultats des TDR réalisés sur site ont permis de traiter les enfants. 

Cependant, il est évident que plus de cas d'infection plasmodiale ont été mis en évidence 

par PCR (sachant que la PCR était réalisée plus tard). Un certain nombre de points sont 

alors à soulever : 



46 

 

 

 

 Nous avons des raisons de croire que ce n'est relativement pas nécessaire 

d'examiner tous les frottis sanguins (goutte épaisse) lors d'une enquête 

concernant plus de 1000 participants si on prévoit d'analyser par PCR 

l'ensemble des échantillons de sang collectés. Déjà, avec les 

microscopistes experts de l'Institut Pasteur de Madagascar, l'examen 

d'une goutte épaisse prend en moyenne 20 minutes (donc 334 heures de 

microscopie pour 1000 goutes épaisses). 

 

 Comme nous l'avons adopté pour la seconde enquête, la microscopie a 

été seulement effectuée en simple aveugle pour les élèves avec des RDT 

positifs ou PCR positives et une portion des élèves tirés au sort avec des 

RDT négatifs et PCR négatives, la PCR permet une identification sans 

faille des espèces de Plasmodium. 

 

Genre et infection : l'effectif de la population d'étude est trop limité pour tirer des 

conclusions sur la corrélation entre le genre et le risque d'infection et on n'a pas tous les 

paramètres qui pourraient renseigner sur les facteurs de confusions (comme la qualité 

des maisons, le niveau de vie de chaque famille, la proximité des gites larvaires, etc.). 

Néanmoins, les garçons ont été plus infectés que les filles en Février 2017. Les mêmes 

résultats ont été rapportés par d'autres équipes de chercheurs comme celle de Kimbi et 

al en 2013 après une étude faite dans la région du Sud-Ouest Cameroun [52] et par 

Nankabirwa et al en 2013 après une étude faite en en Ouganda [56]. Par contre, les 

données pour la deuxième enquête à Tsararano montrent que l'augmentation de la 

prévalence de l’infection plasmodiale est statiquement significative chez les filles en 

Mai 2017 (p-value= 0,01). Ce type de résultats ont été rapportés par Ayele et al en 2012 

[57]. Ce n'est pas facile de trouver une explication à ces faits car les natures et formes 

des rapports sociaux avec le genre varient d'une société à une autre, voire d'une zone à 

une autre [31,58] en plus de l’implication de facteurs biologiques (dont l'immunité) qui 

expliqueraient la susceptibilité aux infections parasitaires [59,60]. 
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Ecoliers face au paludisme : au-delà de l'aspect méthodologique axé sur la PCR pour 

la détection de l'infection plasmodiale chez les écoliers, nous aimerions considérer ces 

écoliers comme étant des grands enfants. Des années durant, on n'évoque que les 

enfants de moins de 5 ans comme étant vulnérables face au paludisme [35]. Nous 

sommes d'avis que les enfants en âge scolaire constituent  un groupe à risque face au 

paludisme. Des résultats de différentes études réalisées à Madagascar entre 2005 et 

2014 en milieu urbain sur les hauts plateaux [53], sur les marges des hautes terres 

centrales [61], en milieu rural sur les hautes terres centrales [62] ou sur la côte Sud- Est 

[63] montrent que la majorité des cas de paludisme (40 à 59% des cas) sont chez les 

enfants de 5 à 15 ans. Ainsi, il est temps d'introduire ou de réintroduire dans le 

programme d'enseignement dans les écoles primaires et dans les collèges l'éducation sur 

la prévention et le traitement contre le paludisme (au même titre que les notions 

d'hygiène des mains). Nous avons constaté que les élèves de 10 à 15 ans ont mieux 

compris sur le mode de la transmission du paludisme, les mesures de prévention, le 

diagnostic biologique et le traitement du paludisme après les explications que nous leurs 

ont données après la première enquête. Nos résultats ont mis en exergue une 

amélioration significative de l’état de connaissance des écoliers sur deux points : (i) la 

connaissance des sujets à risque et (ii) la connaissance du TDR. Il y a certainement, une 

implication du « vécu » lors des séances dépistages en ce qui concerne cette 

amélioration de l’état de connaissance sur le TDR. Ces enfants seraient des vecteurs 

d'informations vers leurs parents et leurs proches. En les écoutant, on peut capturer des 

informations utiles pour ajuster les messages pour la population. Pour illustration, on 

peut citer le témoignage spontané d’une écolière de 11 ans à Tsararano : « Aminay 

ndraiky misy lay fa mamako sy tsaiky zandrinaka foana ndro matory anaty lay, zaho tsy 

ary matory anaty lay » (Traduction : nous avons une moustiquaire à la maison mais il 

n’y a que ma mère et mon petit frère qui l'utilisent. Je ne dors pas sous la moustiquaire). 

Ce témoignage expliquerait la discordance entre connaissance et pratique que suggèrent 

nos résultats. Plus d’élèves ont pourtant compris l’utilisation bénéfique des MID en tant 

que moyen de prévention individuelle contre le paludisme (Tableau VIII).  
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Cependant, il est crucial de noter que les résultats présentés dans le Tableau IV 

concernaient tous les élèves ayant participé au dépistage. Ce qui inclut des élèves de 10 

à 15 ans qui ont participé à l’enquête CAP. 

Deux élèves de la seconde enquête ayant présenté des parasitémies élevés dormaient 

sous moustiquaire. 

Sur le plan clinique, il est évident qu'un individu parasité n’est pas forcement fébrile (du 

moins au moment de l’examen) [64,65]. Nous pouvons citer les exemples des deux 

enfants impaludés (TDR, PCR, Microscopie) avec des valeurs de parasitémie assez 

élevées mais apyrétiques (examen physique et antécédents). 

Enquête portant sur le paludisme dans les écoles : partout dans le monde, des 

enquêtes dans les écoles ont été menées depuis leur lancement aux Etats-Unis dans les 

années 1920-1940. Entre autres, le Kenya, le Burundi, le Mozambique, la Tanzanie, le 

Mali, le Ghana, le Malawi, le Sri-Lanka, la Thaïlande et Madagascar ont réalisé des 

enquêtes auprès des écoliers selon les interventions menées. Il y a celles associées à la 

distribution des moustiquaires imprégnées d'insecticides, celles qui sont faites pour 

évaluer la chimioprophylaxie à l’école etc. [66]. Les avantages pratiques de ces 

enquêtes et leur pertinence en tant qu’outils de surveillance du paludisme sont décrits 

notamment la simplicité de sélection, identification et suivi des individus avec une 

conformité élevée [67]. 



49 

 

 

 

PERSPECTIVES 

La surveillance de routine de l'infection plasmodiale ne figure pas forcément dans les 

priorités définies dans les stratégies nationales de lutte contre le paludisme à 

Madagascar. On peut pourtant soutenir des enquêtes auprès des enfants (moins de 15 

ans) qui fréquentent des écoles ou qui ne sont pas scolarisés. On peut commencer par les 

écoliers dans de structures tirées au sort réparties dans les différents faciès de 

transmission du paludisme. Les TDR peuvent être utilisés par tout. Tels résultats 

viennent compléter les résultats des Enquêtes sur les Indicateurs du Paludisme menées 

chez les enfants de moins de 5 ans à Madagascar tous les deux ou trois ans depuis 

2011[27]. 

 

On peut aussi sélectionner une partie des écoles en milieu rural (pour être réaliste, deux 

par province) pour en faire un réseau de surveillance de la tendance du paludisme (et 

d'autres pathologies). Deux enquêtes tous les ans seront menés dans ces écoles. En plus 

des TDR sur site, on prévoit la réalisation des PCR pour la détection et l'identification 

des espèces plasmodiales présentes. On génère ainsi des données utiles et utilisables qui 

renseignent sur "la tendance" du paludisme à Madagascar. Partant de notre expérience à 

Tsararano, on peut envisager en moyenne 1000 prélèvements par école à analyser par an 

(soit 12.000 prélèvements par an pour tout le pays). Les mesures d'accompagnement 

seraient le financement, la création d'équipe et de laboratoire aptes à réaliser la PCR 

dont la technique LAMP [68] au niveau provincial quitte mettre à niveau des Centres 

Hospitaliers Universitaires ou des laboratoires dans des universités. 

Quand le contrôle du paludisme progresse de façon significative, le dépistage des cas 

secondaires autours des rares cas de paludisme (dépistage passif) constitue la pierre 

angulaire des systèmes de surveillance et d'intervention [69]. Quand l'élimination du 

paludisme en tant que problème de santé publique est effective, la surveillance passive 

est la première ligne pour la détection des cas de paludisme « importé » des zones à 

risque et la transmission locale. Dans les deux cas de figure, notre expérience montre 

qu'il y a de la place pour la PCR en mettant en place un système qui permet d'envoyer 

des échantillons à analyser dans un ou des centres pour un rendu de résultats en moins 

de 96 heures pour rendre les résultats. 
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Avant d'arriver à vulgariser la PCR, on pourrait aussi miser sur l'utilisation des TDR 

ultrasensibles [70] pour améliorer la détection des infections plasmodiales à faible 

parasitémies et assoir un système normalisé : un jour pour signaler le cas, trois jours 

pour enquêter et sept jours pour commencer une réponse dans la communauté. 

 



51 

 

 

 

 

    CONCLUSION 

A l'issue de cette étude, il est évident que le TDR permet de décider le traitement 

immédiatement sur site. La PCR est un outil précieux pour un rendu de résultat rapide 

pour une enquête dans une école ou dans une commune. La microscopie sur les 

échantillons avec des PCR positives permet de suivre l'évolution globale de la 

parasitémie, et l'ensemble des résultats de l'enquête chez les écoliers reflète la tendance 

du paludisme dans la commune de Tsararano. 

En guise de conclusion, le niveau de transmission du paludisme était relativement faible 

dans cette commune de Tsararano en Février et Mai 2017 malgré une légère 

augmentation notée après le passage du cyclone Enawo. Mais avec la circulation de P. 

falciparum et la présence des Anophèles vecteurs, le problème demeure entier. La 

transmission du paludisme étant dynamique, il faut rester vigilant dans un esprit de 

veille et surveiller le paludisme par PCR auprès des écoliers est une option pour mieux 

documenter la morbidité liée au paludisme. Avec les ressources financières et humaines 

nécessaires, avec la vision "traquer et traiter", on pourrait envisager de retourner les 

résultats de PCR en moins de 96 heures vers les sites pour traiter les enfants infectés. 

Nous ne prétendons pas avoir une population d’étude représentative de la population du 

District de Marovoay mais nous avons des raisons de croire que la situation du 

paludisme dans les autres communes du district ne serait pas trop différente de celle de 

Tsararano.
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ANNEXE 1 

MICROSCOPIE POUR LE DIAGNOSTIC DU PALUDISME 

Techniques de base pour le Diagnostic microscopique du paludisme Partie I. (OMS. 

Guide du stagiaire. 2014)[71] 

Techniques de coloration 

Depuis la découverte du parasite, à l’examen de sang frais, en 1880 par Charles Louis 

Alphonse Laveran, diverses techniques de coloration de plus en plus innovatrices, par 

différents chercheurs ont été élaborées jusqu’à la coloration « dite de Giemsa » actuelle 

qui sert de référence dans les études de diagnostic microscopique [72]. Le colorant de 

Giemsa est un colorant de Romanovski à base d’alcool. On l’achète prêt à l’emploi ou il 

est préparé dans des centres régionaux par des techniciens expérimentés puis distribué 

dans tout le réseau des laboratoires et du programme de lutte antipaludique. C’est un 

mélange d’éosine, qui colore la chromatine du parasite et les granulations dans des 

teintes de rouge ou de rose, et de bleu de méthylène, qui colore le cytoplasme parasitaire 

en bleu. Les noyaux des leucocytes prennent une teinte bleue à presque noire, selon le 

type de leucocyte. 

Deux méthodes de coloration sont utilisées au laboratoire et chacune respecte les étapes 

suivantes dans un ordre chronologique décroissant : hémolyse, coloration, rinçage et 

séchage, voir Tableau IX pour illustration [73]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Tableau IX : procédure de coloration des étalements de sang sur lame pour le 

diagnostic microscopique du paludisme. 

 Méthode 1 Méthode2 

Hémolyse  Plonger les frottis dans 500ml de PBS 1X dans la cuve dédiée 

 Laisser pendant 5 min 

 Egoutter sur le papier absorbant 

Coloration  Plonger les frottis hémolysés 

dans la cuve à coloration 

contenant préalablement le 

colorant 

 Laisser pendant 10min 

 Egoutter sur le papier 

absorbant 

 Mettre les frottis sur le 

support de cuve à 

coloration 

 Couvrir les frottis par le 

colorant de travail 

 Laisser pendant 10min 

Rinçage  Plonger les frottis colorés un à un dans le bac de rinçage N°1 

 Plonger les frottis colorés un à un dans le bac de rinçage N°2 

 Plonger les frottis colorés un à un dans le bac de rinçage N°3 

séchage  Egoutter les frottis sur le papier absorbant 

 Transférer les frottis un à un sur les portoirs de séchages placés 

dans un grand bac 

 Laisser égoutter pendant 5 min 

 Remplacer le papier absorbant du grand bac 

 Remettre les frottis sur les portoirs dans le grand bac 

 Ramener avec les deux mains le grand bac sous la hotte pour 

séchage 

 Laisser sécher pendant deux heures sous hotte en marche ou 

pendant une nuit sous hotte en veille dans la salle appropriée 

 Ramener avec les deux mains le grand bac avec les frottis séchés 



 

 

 

 

dans la salle de rangement des frottis pour la remise en boite dans 

leur boite respective 

 Ranger sur l’étagère des frottis colorés non lus 

Identification de Plasmodium 

Attention, rigueur, précision et finesse : quelques-unes des qualités indispensables lors 

de l’examen au microscope. La manipulation des vis macro et surtout micrométrique et 

des vis de balayage (haut en bas, droite à gauche) requiert beaucoup d’attention et 

minutie car la distinction des formes et éléments visualisées, leur netteté varie d’un 

gradient de l’ordre du micron vue leur taille microscopique. 

Trois composants des parasites sont visualisables sauf pour les formes jeunes (ne 

possédant pas de granulation). Le cytoplasme coloré en bleu, la chromatine en rouge ou 

violet, les granulations en marron ou noir. Afin de distinguer le parasite des cellules de 

l’hôte (globules blancs) et des artéfacts éventuels, l’observation correcte de ces trois 

composants a une importance cruciale. 

A la goutte épaisse. Les globules rouges sont normalement lysés et le diagnostic repose 

essentiellement sur l’observation du parasite et notamment ses trois composants. Ce qui 

est théoriquement plus facile que sur le frottis mince car les éléments observés 

paraissent plus denses et plus compacts. La lyse des globules rouges parasitées aboutis à 

une quantité plus massive de parasites observés que celle observée à la goutte épaisse et 

à plus de clarté du champ microscopique à visualiser. Ce qui signifie, plus de densité 

parasitaire et par conséquent, rapidité de lecture, meilleur seuil de détection de l’ordre 

de quatre P. falciparum par microlitre soit 10-6à 10-7. Ce qui explique en partie la 

différence significative entre la sensibilité des deux techniques selon les objectifs de 

l’étude et le choix de la goutte épaisse dans la détection du parasite pour poser le 

diagnostic de présence de Plasmodium ou non avant de pouvoir identifier l’espèce. 

 



 

 

 

 

Au frottis mince, examiner l’apparence du parasite et celle du globule rouge parasité 

conduit aux observations suivantes : 

 Le globule rouge parasité : 

 sa taille. Pareille à celle des globules rouges non-parasités ou élargie. 

 pigmentation. Si présentes, la couleur, les granulations rouge ou rose, 

appelées granulations de Shüffner caractéristique de l’infection à P. vivax 

et P. ovale. Celles de couleur mauve-rouge et irrégulières appelées 

granulations de Maürer sont rencontrées chez les formes de trophozoïtes 

matures de P. falciparum 

 L’apparence du parasite : 

Au stade « ring » ou anneau ou bague, la différence entre les différentes espèces 

plasmodiales est peu évidente. L’observation de ses formes jeune doit conduire au 

reflexe de chercher des formes plus âgées qui sont généralement absente au cours de 

l’infection à P. falciparum sauf en cas d’infections sévères. Et dans ces cas où P. 

falciparum ou P.knowlesi est identifié, le calcul de la parasitémie doit obligatoirement 

être rapporté P.knowlesi, une espèce normalement trouvée chez les macaques est 

aujourd’hui responsable de paludisme humain dans la plupart des pays de l’Asie du Sud 

Est mais, la dynamique de transmission du Plasmodium, précédemment développée 

nous emmène à avancer une probabilité sur l’extension ultérieure de la distribution de 

cette espèce aussi dangereuse que P. falciparum, souvent confondue 

morphologiquement avec les autres espèce et surtout P. malariae. 

 

Les différences morphologiques (taille, couleur, aspect, nombre) organites des espèces à 

identifier aux différents stades de développement visualisés permettent de les distinguer 

les unes des autres. 

 

IL y a des cas où la goutte épaisse seule est disponible, d’autres où en présence des 

deux, le frottis est négatif et la goutte épaisse positive. Selon les circonstances, trois 

possibilités aux choix peuvent aider à l’identification de l’espèce plasmodiale : 

A défaut de goutte épaisse, le calcul peut se faire à partir des globules rouges parasitées 

et seulement quand le nombre de parasite est élevé. On établit le pourcentage 

d’hématies parasitées rapporté au nombre total d’hématies (saines et parasité). Il suffit 



 

 

 

 

pour cela de compter dans 3 à 4 champs microscopiques choisis au hasard mais éloignés 

les uns des autres, le nombre d’hématies (au moins 1000) et le nombre d’hématies 

parasitées. Il est tenu standard que (i) un champ microscopique à immersion ( ) 

contient entre 150 et 300 hématies et (ii) le nombre moyen d’hématies est de 4500000 

par microlitre. La formule à adopter est : 

[74] 

Exemple : on compte 16 hématies parasitées sur 5 champs microscopiques d’environ 

300 hématies chacun. Le pourcentage d’hématies parasitées est donc : 

 le nombre de parasite par microlitre est donc :   

Les résultats obtenus sont à transcrire sur une fiche de lecture. Seuls les stades asexués 

de plasmodium seront quantifiés pour la parasitémie sauf si on ne retrouve que des 

gamétocytes. Ce qui est rencontré en absence de traitement mais pouvant également 

indiquer la suppression d’une infection active. L’indice gamétocytaire (même mode de 

calcul) est un paramètre à part, plutôt réservé aux études épidémiologiques. Dans le cas 

de coïnfection, le comptage est réservé à P. falciparum ou P. knowlesi 

 

Les éléments suivants sont souvent confondus avec les parasites : 

 Plaquettes adhérentes aux globules rouges dans les frottis minces 

 Culot plaquettaire 

 Fragments de globules blancs (goutte épaisse) 

 Précipités de colorant 



 

 

 

 

 Annexe 2 : Questionnaire enquête CAP  

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

VELIRANO 

Eto anatrehan’ Andriamanitra Andriananahary, eto anoloan’ireo mpampianatra 

ahy, sy ireo mpiara-mianatra tamiko eto amin’ity toeram-pianarana ity, ary eto 

anoloan’ny sarin’i HIPPOCRATE. 

 

Dia manome toky sy mianiana aho, fa hanaja lalandava ny fitsipika 

hitandrovana ny voninahitra sy ny fahamarinana eo am-panatontosana ny raharaham-

pitsaboana. 

 

Ho tsaboiko maimaimpoana ireo ory ary tsy hitaky saran’asa mihoatra noho ny 

rariny aho, tsy hiray tetikamaizina na oviana na oviana ary na amin’iza na amin’iza aho 

mba hahazoana mizara ny karama mety ho azo. 

 

Raha tafiditra an-tranon’olonaaho dia tsy hahita izay zava-miseho ao ny 

masoko, ka tanako ho ahy samy irery ny tsiambaratelo haboraka amiko ary ny asako tsy 

avelako hatao fitaovana hanatontosana zavatra mamoafady na hanamorana 

famitankeloka. 

 

Tsy ekeko ho efitra hanelanelana ny adidiko amin’ny olona tsaboiko nyanton-

javatra ara-pinoana, ara-pirenena, ara-pirazanana, ara-pirehana ary ara-tsaranga. 

 

Hajaiko tanteraka ny ain’olombelona na dia vao notorontoronina aza, ary tsy 

hahazo mampiasa nyfahalalako ho enti-manohitra nylalàn’ny maha olona aho na dia 

vozonana aza. 

 

Manaja sy mankasitraka ireo mpampianatra ahy aho, ka hampita amin’ny 

taranany ny fahaizananoraisiko tamin’izy ireo. 

 

Ho toavin’ny mpiara-belona amiko anie aho raha mahatanteraka ny velirano 

nataoko. 

Ho rakotry ny henatra sy horabirabian’ireo mpitsabo namako kosa aho raha 

mivadika amin’izany.
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SUMMARY 

Introduction: Malaria surveillance focused on parasitological aspects is crucial in the 

politics of malaria elimination. The study carried out in Tsararano aimed to estimate the 

prevalence of malaria infection among schoolchildren. 

Methods: We carried out two cross-sectional surveys in February and Mai 2017. On site, 

RDT was used to diagnose malaria infection Microscopy and Polymerase Chain Reaction 

(PCR) detection have been used for the laboratory diagnostic of malaria. We also fulfilled 

an ad hoc questionnaire to assess schoolchildren knowledge, attitudes and practices in 

relation to malaria. 

Results: The mean age of the schoolchildren aged between 4 to 15 years old was 10 years 

old. A total of 3.6% [IC95%: 2,6 – 4,9 %] malaria infection was detected by PCR and 

2.3% [IC95%: 1,3 - 3,1%] by RDT and these were all Plasmodium falciparum infection. 

The mean value of parasitemia was 375 parasites /μl of blood for the 16 out of 99 

microscopy confirmed infection. Additionally, an improvement in the schoolchildren’s 

knowledge in relation to malaria was significantly observed. 

Conclusion: Malaria transmission level in the rural community of Tsararano was relatively 

low from February to May 2017. Although, we noticed a slight increase after the passage 

of the Tropical cyclone Enawo. As the transmission of malaria is dynamic, we have to 

keep watchful in a waking mind and malaria surveillance by PCR among schoolchildren is 

an option for better malaria morbidity documentation. 
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RESUME 

Introduction : Dans la politique d'élimination du paludisme, la surveillance épidémiologique, 

axée sur l’aspect parasitologique, est cruciale. Notre étude menée à Tsararano vise à estimer 

la prévalence de l’infection plasmodiale chez les écoliers. 

Méthodes : Deux enquêtes transversales ont été menées en Février et en Mai 2017.  Le 

diagnostic de l’infection plasmodiale a été effectué sur site par le test de Diagnostic Rapide du 

paludisme (TDR) et en laboratoire, par microscopie et par Polymérase Chain Reaction (PCR). 

Par ailleurs, un questionnaire ad hoc a été utilisé pour évaluer la connaissance, attitude et 

pratique des écoliers sur le paludisme.   

Résultats : La moyenne d’âge des écoliers âgés entre 4 à 15 ans était de 10 ans.  Au total, le 

taux d’infection plasmodiale détectée par PCR était de 3,6% [IC95% :  2,6 –  4,9 %] contre 

2,3% [IC95% : 1,3 - 3,1%] détectée par TDR. Il s'agissait d'infection à Plasmodium 

falciparum. La médiane de la parasitémie était de 375 parasites /µl de sang [extrêmes :48 –  

131.514 parasites/µl] pour les 16/99 infections confirmées par la microscopie. Par ailleurs, 

une amélioration significative de la connaissance des écoliers sur les TDR a été notée lors de 

la deuxième enquête. 

Conclusion : Le niveau de transmission du paludisme était relativement faible dans la 

commune de Tsararano de Février à Mai 2017. La transmission du paludisme étant 

dynamique, il faut rester vigilant dans un esprit de veille. Surveiller le paludisme par PCR 

auprès des écoliers est une option pour mieux documenter la morbidité liée au paludisme. 
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