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Malgré son endémicité en Afrique, le paludisme a Plasmodium ovale est rarement rapporte.
Au Sénégadl, le programme national de lutte contre le paludisme (PNLP) concentre ses efforts
de lutte contre le paludisme en ciblant spécifiquement |’ espece Plasmodium falcipaum ; cette
derniére est la plus redoutable en raison de laforme grave de paludisme qu’ elle peut entrainer.
Le paudisme aP. ovale est rarement rapporté dans les laboratoires exercant la microscopie du
paudisme.

Quelques facteurs contribuent a la perception que cette espece est relativement rare.
L'évolution clinique est relativement courte et relativement modérée (trés peu de cas de
morbidité ou de mortalité ont été observes), la densité parasitaire est généralement faible,
I'espece est souvent mal diagnostiquée dans les zones ou P. ovale n’est pas connu pour étre
endémique et, enfin, un diagnostic précis par examen microscopique, en particulier la goutte
epaisse, est difficile ; Enoutre, lestests de diagnostic rapide (TDR) distribués par e PNL P sont
spécifiques de P. falciparum ; ce qui laisse une forte probabilité que des cas de paludisme a P.
ovale et d’ autres espéces plasmodial es non-fal ciparum sont sous-estimées dans ces structures.
Ces obstacles peuvent étre contourné par I'introduction de techniques moléculaires sensibles.
Cellesci ont fourni la premiére indication que la prévalence et l'aire de répartition
géographique de P. ovale avaient probablement été sous-estimées [1-3].

La détection par méhode moléculaire a également révélé un dimorphisme dans les génes de
petite sous-unité de I'ARNr de type A de P. ovale (psuARNr) [4,5], qui Sétendaient a d'autres
genes[4,6]. Une étude multicentrique de sequences d'isolats d'origines géographiques diverses
aabouti alaproposition selon laquelleil y aurait en réalité deux espéces, P. ovale curtis (type
classique) et P. ovale wallikeri (type variant) [7].

Dansle contexte d’ un objectif along terme visant aéliminer le paludisme, il est donc important
de comprendre I’ épidémiologie de P. ovale, une espece plus répandue qu’ on ne le pensait

auparavant et qui partagerait avec P. vivax la formation d hypnozoites a I'origine des



reviviscences [1]. En outre, des observations récentes suggérent que les deux especes
pourraient présenter des profils de reviviscence différents[8].

L’ objectif général de ce travail est de contribuer a la compréhension de I’ épidémiologie du
paludisme a P. ovale au Sénégal.

L es objectifs spécifiques sont : 1) déterminer, par des experts microscopistes, la prévalence et
la répartition géographique des infections palustres a P. ovale chez |es patients avec syndrome
palustre mais dont le TDR est négatif, 2) génotyper les souches de P. ovale identifiés par la

microscopie en ciblant le dimorphisme du gene P. ovale tryptophan-rich antigen (potra).
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1. Généralités
Quatre espéces plasmodiales sont couramment reconnues pathogenes chez I’homme: P.
falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae, auxquelles s g oute désormais P. knowlesi, espece
zoonotigue du singe responsable d’ un nombre important d'infections humaines en Asie du Sud-
Ed. P. falciparumest, alafois, la plus fréguemment rencontrée (90% des cas en Afrique, 50%
en Asie et en Amérique) et responsable de laforme grave du paludisme.
Plasmodium ovale éait le dernier des parasites du paludisme humain a étre décrit. Les
granulations prononcées de I'érythrocyte infecté et sa périodicité tertiaire ont conduit les
premiers chercheurs ale considérer comme une variante de Plasmodium vivax.
Stephens [9] aobserve dans le sang d'un patient d'Afrique de I'Est des érythrocytes ovales et a
bords frangés. En 1922, il publia une description compléte des formes dans le sang et nomma
le parasite P. ovale en reconnaissance de la forme ovale de certains érythrocytes infectés.
Certains chercheurs ont tardé a reconnaitre P. ovale comme une espece distincte. Cependant,
des études ultérieures détaillées ont confirmeé lavalidité de I'espece. Apreslamise en place de
la souche Donaldson du parasite pour le traitement du paludisme chez les patients atteints de
neurosyphilis, des études supplémentaires détaillées sur la morphologie et la périodicité du
parasite ont été réalisées[10,11].
P. ovale est rarement observe sauf en Afrique subsaharienne et sur certaines iles du Pacifique
occidental. Le mouvement des populations humaines pose la possibilité de sa présence et de
son établissement dans d'autres régions tropicales ou des vecteurs sensibles peuvent étre
présents[2,10,12].
Nous présentonsici unerevue de labiologie, de I’ épidémiologie, du diagnostic, du traitement

et des études moléculaires du parasite.

2. Cycleévolutif
Plasmodium ovale a des cycles de développement chez I'h6te humain et chez le moustique
vecteur. Aprés l'introduction de sporozoites par la piglre de moustiques infestés, ces formes
envahissent rapidement le foie ou, dans une seule cellule parenchymateuse, le parasite marit
en 9 jours environ. Ains, plusieurs centaines de mérozoites sont produits. Lors de leur
libération, ces mérozoites envahissent les réticulocytes et initient le cycle érythrocytaire. Le
dével oppement de certains parasites dansles cellules du foie est ralenti ou suspendu sousforme
d'hypnozoites, parfois pendant plusieurs mois, voire années. Apres un cycle de dével oppement
dans les érythrocytes qui dure en moyenne 49 h, 8 a 20 mérozoites sont libérés pour réinfecter



d'autres érythrocytes. Comme pour les autres espéces de Plasmodium infectant I'homme,
certains des mérozoites qui envahissent les érythrocytes se développent en deux formes de
gamétocytes. L e temps de dével oppement jusqu'ala maturité des gamétocytes est le méme que
celui du stade asexué, soit environ 49 heures.

Lors du repas sanguin, les moustiques absorbent a la fois les microgamétocytes et les
macrogamétocytes. Une exflagellation du microgamétocyte se produit dans I'intestin du
moustique, entrainant la formation de huit microgamétes au maximum. Apres la fécondation
du macrogamete, il se forme un ookinete mobile qui pénétre dans la membrane péritrophique
et serend alaparoi externe del’intestin du moustique. L&, sous la membrane basal e, I'oocyste
se développe. Apres une période de plusieurs semaines, selon latempérature, des centaines de
sporozoites sont produites dans chague oocyste. Les oocystes se rompent et des sporozoites
sont libérés dans I'némocéle du moustique. La circulation entraine les sporozoites dans les
glandes sdlivaires, ou les sporozoites envahissent et se concentrent dans les cellules acinales.
Au coursdel'alimentation, des sporozoites sont introduits dans|e canal salivaire et sont injectés

dans les veinules de I'homme piqué, et e cycle recommence [10].
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3. Vecteurs
Anopheles gambiae et A. funestus sont des vecteurs naturels probables, ceci éant fondé sur la
détection de moustiques infectés par le test ELISA; ces infections ont éé demontrées en
travaillant avec des chimpanzés en Gambie [13]. A titre expérimental, il a été démontré que A.
atroparvus était un hote efficace et pouvait transmettre I'infection al’nomme. Parmi les autres
hotes expérimentaux avérés, on peut citer A. albimanus, A. quadrimaculatus, A. freeborni , A.
maculatus et A. subpictus; A. stephens et A. balabacensis balabacensis (= A. dirus) se sont
egalement avérésinfectés expérimentalement. Dans les études portant sur la souche Donaldson
de P. ovale, A. quadrimaculatus était le plus sensible a I'infection, suivi de A. albimanus de
Florida Keys et de A. albimanus de Panama. Dans les é&udes comparatives avec |la souche
ouest-africaine, A. stephens était la plus susceptible, suivie de A. freeborni, A. dirus, A
guadrimaculatus, A. maculatus et A. albimanus. Anopheles farauti a également été infecté a
titre expérimental par P. ovale [10,14].
L e taux de dével oppement des oocystes de P. oval e chez cing especes de moustiques anophéeles
(Anopheles balabacensis [= A. dirus], A. maculatus, A. freeborni, A. quadrimaculatus et A.
stephensi) a été déterminé. Une fois maintenus a 25 ° C, les sporozoites étaient présents dans
les glandes salivaires apres 13 a 14 jours. Les mesures du diamétre moyen des oocystes ont
indiqué que P. ovale était plus petit que P. vivax et P. schwetz (un parasite des chimpanzés et
des gorilles) [10,15].
L e dével oppement d'anticorps monoclonaux pour détecter les moustiques infectés par P. ovale
a permis un certain nombre d'études entomol ogiques longitudinal es de déterminer |a présence
et la biologie des vecteurs de ce parasite. Konate et a. ont mené au Sénégal une enquéte
longitudinale sur Anopheles gambiae sensu lato et A. funestus dans une zone de savane detype
soudanais. Le typage des sporozoites a indiqué que 8,2% des glandes salivaires infectées
étaient infectées par P. ovale. Ceci a été calculé pour représenter huit pigdres infestantes par
humain la premiére année d'observation et 25 piqlres infestantes la deuxiéme année. Dans un
autre rapport sur laméme étude, il a été estime que le taux d'inoculation entomologique (TIE)
de P. ovale était de 0,04 piqUres infestantes par personne et par nuit [16].

4. Répartition géographique
De nombreux cas ont été rapportés sur la présence de P. ovale dans le monde. Cependant, une
analyse critique de cesrapportsamontré que son aire de répartition naturelle se situe en Afrique
subsaharienne et dans lesiles du Pacifique occidental (Figure 2). Le parasite a été signalé en



Nouvelle-Guinée et aux Philippines ; il est apparemment rare aux Philippines et ne se trouve
gue sur I'lle de Palawan. 1l a également été signalé a Timor (Indonésie) pour la premiere fois
en 1975. Le parasite a été signalé en Irian Jaya, deux sites situés al'ouest de Flores et au Timor
oriental, en Indonésie, mais non présent a Sumatra, Kalimantan, Java et Sulawes . Des rapports
provenant d'‘Asie du Sud-Est suggerent que P. ovale a été introduit dans des régions telles que
le Vietnam, la Thailande et I'Inde .

Il existe de nombreuses études sur sa distribution en Afrique subsaharienne. Des 1958 on a
signalé la présence de P. ovale chez 25 enfants en Afrique équatoriae francaise. Dans les
environs de Brazzaville, en République du Congo, de 1978 a 1979, des enquétes aupres
d écoliers ont révélé un taux d' infection a Plasmodium de 24,5% (dont 1,9% de P. ovale). Au
Gabon, chez lesenfants &gés de 5 a 10 ans, P. ovale a été trouve dans 2,4% des cas d’ infection
a Plasmodium, alors que dans I’ ensemble, |a prévalence des infections a Plasmodium était de
30%. Dans larégion forestiere de Manyemen au Cameroun, la prévalence de P. ovale était de
10,5%. Le parasite a été signalé aplusieursreprises au Nigéria. En SierralLeone, desinfections
par le paludisme auraient été causees par P. ovale chez 0,5 a1,0% des personnesinfectées[10].
En raison de larésistance relative des personnes du groupe sanguin Duffy négatif al’ infection
par P. vivax et de la prévalence élevée de la négativité de ce récepteur dans les populations
d’ Afrique de I’ Ouest, les enquétes sur P. vivax pourraient en réalité représenter des infections
par P. ovale. Environ 2% des casau Libéria étaient dusaP. vivax. | est probable qu'il sagissait
en rédlité de cas de P. ovale. Des études dans une région du Libéria ont révélé un taux de
prévaence chez les enfants pour P. ovale de 9%. Il a été rapporté une prévaence de 2,7%
d'infections par le paludisme dues a P. ovale lors d'une enquéte menée au Ghana.

P. ovale serait extrémement rare dans e sud du Soudan et absent dans le nord. Une étude a été
menée en Ougandaou, parmi les 251 infectionsaP. ovale, le parasite était plus souvent observé
chez les nourrissons et |es adolescents [7].

Au Sénégdl, I’ Ingtitut de Recherche et de Développement (IRD) et I’ institut Pasteur de Dakar
(IPD) ont retrouvé le parasite dans les zones de Ndiop et Dielmo dés le début des années 90
avec une prévalence de 5%. Mais le parasite S est raréfié suite aux mesures de lutte qui ont été
misen place[17]. Récemment, une éude menée a Kédougou aconsisté al’ extraction d ADN
a partir de TDR négatifs ; les résultats de la PCR ont montré une prévalence de 1,39% de P.
ovale[3].



Figure 2: Répartition géographique du paludisme a Plasmodium ovale (CDC, 2016)

5. Symptomatologie

5.1. Phase d’incubation
L homme est le seul héte naturel de P. ovale. Une grande partie des connaissances sur ce
parasite a été obtenue lors du traitement antipaludique chez des patients naifsil y aplus de 70
ans. La période d'incubation correspond a l'intervalle entre I'inoculation de sporozoites et la
premiere détection de parasites dans le sang périphérique. Certains auteurs ont rapporté une
période d’incubation moyenne d environ 15 jours, aors que d autres, travaillant avec six

souches différentes du parasite, ont noté une moyenne de 13,6 jours.

5.2. Phase symptomatique
L’ acces palustre ssimple designe généralement les infections pour lesquelles le risque de
sequellesirréversibles ou de déces est presgue nul. Historiguement, on aconsidéré que P. ovale
ne causaient que des infections simples, qui ne se diagnostique géenéralement pas par la
présentation clinique. Comme le paludisme a P. falciparum, le premier signe de suspicion est
lafievre dans un contexte de s§our en zone d’ endémie.
Il a été rapporté que 15% des patients présentaient au moins 10 épisodes fébriles. Avec la

souche Donaldson, seulement 10% des patients présentaient plus de 10 épisodes avec des pics



de température supérieursa 39,4 °C. Lafievre maximale moyenne était de 40,7 °C. L'intervalle
meédian entre les pics de fievre a indiqué que la périodicité (durée de chague cycle de
dével oppement) était d'environ 49 h. Un examen rétrospectif des dossiers d'infections induites
arévélé que 47,1% des épisodes de fievre étaient > 40 °C. Les patients rénfectés par P. ovale
avaient rarement une fievre > 40 °C [10,18,19].

Outre lafievre, les symptoémes et les signes d’ un paludisme simple peuvent également inclure
des frissons, malaises, fatigue, diaphorese, céphal ées, toux, anorexie, nausées, vomissements,
douleurs abdominales, diarrhée, arthralgies, myalgies, convulsions fébriles (qui doivent étre
distinguées des convulsions du paudisme cérébral), de la tachycardie, tachypnée,
splénomeégalie, hépatomégalie, anémie, thrombocytopénie et hépatite |égere [20].

L es densités parasitaires maximales sont généralement faibles comparées a celles des patients
infectés par P. falciparum ou P. vivax, cela refléte sans doute la restriction de P. ovale au
dével oppement chez les érythrocytes plus jeunes. Une étude amontré des densités parasitaires
maximales comprises entre 380 et 27600/ ul. Lamoyenne géométrique était de 6 944 parasites/
I pour les infections induites par les sporozoites et de 7310/pl pour les infections induites par
les trophozoites [10,19].

Une infection antérieure par P. ovale n"empéche pas la réinfection mais entrainerait une
réduction des niveaux de parasitémie et de fiévre. Une infection antérieure par P. vivax, P.
falciparum et P. malariae n'a pas empéché I'infection; lafréquence et I'intensité de lafievre et
du nombre de parasites ont éé quelque peu réduites. Des auteurs ont examineg les archives de
80 infections induites par P. ovale chez des patients non immunisés en ce qui concerne lataille
de I'inoculum et la gravité du paludisme résultant. Les patients avec des périodes d’incubation
plus courtes avaient des pics de fievre plus éevés et plus nombreux et des infections de plus
longue durée.

L e groupe sanguin Duffy ne semble pas étre un facteur déterminant pour les infections a P.
ovale contrairement aP. vivax. || nesemble pasy avoir dedifférence de sensibilité al’ infection
entre Caucasiens et Africains[8,19,21].

Bien que P. ovale soit responsable de formes simples du paludisme, quelques rares cas de
paludisme grave associée a cette espece ont été rapportés dans la littérature ; parmi ces cas le
syndrome de détresse respiratoire était le plus fréequent [20,22] tandis que quelques cas
d’ anémie sévére et de rupture splénique ont été rapportés [23,24].



5.3. Reviviscence

P. ovale est un parasite qui conduirait a une reviviscence en ce sens que des infections
secondaires peuvent étre causées par des parasiteslatents du foie. 11 s agit souvent d’infections
asymptomatiques détectées uniquement par |’examen continu des frottis sanguins
périphériques. Desrechutes sont survenues auss tét que 17 jours apres|etraitement du premier
acces palustre et jusqu’ a 255 jours. Les acces retardés se produisent lorsgque I” acces primaire a
été éliming, généralement avec des médicaments antipaudiques. De telles infections ont été
signalées apres 4 ans. Une rechute de P. ovale apres 45 mois d'incubation a été rapportée.
Cependant, des auteurs ont rapporté que sur 200 cas de P. oval e induits expérimentalement par
une pigdre de moustique, un seul patient avait une rechute détectable de I'infection [1,14].

Toutefois, il faut noter que les hypnozoites de P. ovale n’ ont pas encore été demontrés sans
equivoque chez I’ hdte. Un total de 18 cas de rechute de P. ovale signalés dans lalittérature en
pres de 100 ans ne fournissent pas de preuves solides de la théorie actuelle des reviviscences.
D'autre part, des expériences de traitement antipaudique chez des patients atteints de
neurosyphilis ont montré qu'en cas d'inocul ation répétitive avec la méme souche, I'immunité a
cette souche se développe rapidement et les infections ultérieures restent souvent
asymptomatiques [1,18]. On peut donc supposer qu'une Vvéritable rechute peut entrainer des

symptomes atténués ou méme étre asymptomatique.

6. Diagnostic biologique

6.1. Diagnostic microscopique

Lediagnostic de P. ovale est généralement effectué par I'examen de frottis sanguins colorés au
Giemsa. Ladifférenciation avec P. vivax, est extrémement difficile. Une comparaison détaillée
a éte faite par Wilcox et a. de deux souches de P. vivax (Chesson et St. Elizabeth) et de la
souche Donaldson de P. ovale. L'dargissement cellulaire est une caractéristique des deux
especes. Les érythrocytes contenant les stades annulaires de P. vivax ont montré des
agrandissements de 10%, alors que chez P. ovale, les cellules parasitées étaient |es mémes que
les cellules non infectées. Avec le schizonte binuclég, lataille de P. vivax aaugmenté de 52,9%,
et celle de P. ovale de 26,8%. L e nombre moyen de mérozoites pour P. vivax était de 17,3 et
pour P. ovale de 7,8. Ains, en comparaison avec P. vivax, P. ovale n'agrandit pas autant
I'érythrocyte infecté et produit beaucoup moins de mérozoites.

Environ 20% des érythrocytes infectés par P. vivax étaient elliptiques, 2% étant nettement
allongés. En revanche, 35% des érythrocytes infectés par P. ovale étaient elliptiques et 16%



avaient une forme nettement longue, étroite, ovale ou autrement alongée. Lorsgue les
erythrocytes infectés par un anneau ont éé examinés pour la présence de granulations de
Schiffner, elles étaient beaucoup plus nombreuses et grosses chez P. ovale que chez I'une ou
I'autre des souches de P. vivax. Pour cette différence au sein des granulations, cellesde P. ovale
ont éé renommees granul ations de James [10,11].

Comme décrit par les premiers auteurs (Figure 3), lesformes en anneau jeunes de P. ovale ont
un noyau circulaire saillant avec un filet de cytoplasme. Au fur et a mesure que le parasite se
développe, I'érythrocyte grossit; Les trophozoites plus &gés occupent environ la moitié des
erythrocytes. La cellule héte peut apparditre ovae avec des bords frangés. Le pigment se
présente initialement sous laforme de grains poussiéreux qui se rejoignent ensuite pour former
des perles brun verdétre; finalement, ils se massent en taches jaunétres. La caractéristique la
plus distinctive est le type de granulations. Cela apparait tot et devient intense a mesure que le
parasite se développe. La granulation est plus intense que celle de P. vivax [10,11].

L es gamétocytes se développent pour remplir la cellule hdte agrandie. Les macrogamétocytes
se colorent en bleu au Giemsa. L e pigment est en forme de granul és di sposés comme une chaine
de perles. La granulation est saillante et est organisé en anneau autour du parasite. Les
microgamétocytes prennent une tache plus claire et le noyau occupe la moitié du parasite. La
coloration au Giemsa apparait rose pale vers le bord. Le parasite est completement enfermé
dans un cercle de pointillés éosinophiles [10,11].

[l faut noter que s onlaisse P. ovale (P. vivax auss) dansun tube EDTA plus d'une demi-heure
avant la confection du frottis sanguin, les éléments parasitaires ressembleront beaucoup a ceux
de P. malariae, ce qui est une raison importante pour alerter le laboratoire immeédiatement
gu’ un échantillon de sang est prélevé afin que I'échantillon soit traité rapidement.
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Figure 3: Différents stades évolutifsde P. ovale sur frottis mince (Collins WE, 2005)
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6.2. Diagnostic moléculaire

Des techniques moléculaires de différenciation de P. ovale par rapport a d'autres especes de
parasites du paludisme humain ont été développées al'aide de la PCR. Snounou et al. [25] ont
été les premiers a appliquer la technique de PCR nichée en deux étapes a la séparation des
guatre especes infectantes humaines a |’ aide des amorces P. ovale rtOVA 1 (ATC TCT TTT
GCTATCTTTTCT TTT TAG TAT TGG AGA) et rOVA 2 (GGA AAA GGA CACAT AT
TGT ATC CTA GTG). Dans la premiere étape (PCR1), I'ADN extrait est amplifié a I'aide
d'amorces spécifiques au genre; dans la deuxieme étape (PCR2), le produit d'amplification de
la PCR1 est encore amplifié en utilisant des amorces specifiques a I'espéce. Ensuite, chaque
produit d ADN amplifié par la PCR 2 est séparé par électrophorese sur gel d'agarose a 2%,
coloré au bromure d'éhidium et visuaise par illumination UV. La position de migration sur le
gel identifie I'espéce de Plasmodium présente. Les amorces de P. ovale décrites sur le site Web
du centre de control e et de prévention des maladies (CDC) aux Etats Unis sont celles présentées
par Snounou et a [25].

Par la suite, une PCR multiplex en temps réel a éé développée. Un ensemble d'amorces
génériques ciblant une région hautement conservée du géne de I'ARNr 18S du genre
Plasmodium a été concu; I'ensemble d'amorces était suffisamment polymorphe a I'intérieur
pour concevoir quatre sondes spécifiques d'espece pour P. falciparum, P. vivax, P. malariae et
P. ovale. La PCR en temps réel avec des sondes spécifiques a une espéce a détecte une copie
de plasmide de P. ovale en particulier. La sonde utilisée était marquée avec 5'VIC (Ovaprobe:
5VIC-CGAAAGGAATTTTCTTATT) [26].

Récemment, deux techniques ont été décrites pour la détection simultanée des deux espéeces de
P. ovale. Un nouvel ensemble d'amorces (rOVA1WC et rOVA2WC) a été congu, qui seliea
lafois a P. ovale wallikeri et a P. ovale curtis sans se lier a d'autres parasites du paludisme
humain. De plus, une PCR multiplex associant les amorces NP-1993 (rOVAL et rOVAZ2) aux
amorces NP-2005 (rOVA1v et rOVA2v) adonné des résultats adéquats pour la détection de P.

ovale sp.
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7. Traitement

7.1. Traitement del’ accés palustre
La chloroquine a été le traitement recommandé contre le paludisme a P. ovale pendant de
nombreuses années. Dans |a derniere recommandation pour le traitement du paludisme, I'OMS
recommande fortement de traiter P. ovale et d'autres espéces de Plasmodium non-falciparum
avec les combinai sons thérapeutiques a base d'artémisinine ou de la chloroquine sur la base de
preuves solides [27]. Avec un traitement approprié, les symptémes disparai ssent généralement
en2a4jours.
Pas un seul essai clinique contrélé randomisé sur le paludisme a P. ovale n‘aété publié dans|a
littérature scientifique. En effet, laplus grande étude recrutant 30 patients aévaluéle traitement
par I'artésunate. Bien que les auteurs I’ aient qualifié d’ essai randomisé, ni un groupe placebo
ni un second groupe de traitement n’ont été décrits[1].
Cette conclusion est corroborée par un rapport de Visser et al. [28]. Bien quela chloroquine ait
été testée lors de petits essai s prospectifs non contrdl és, on peut se demander S ce petit nombre
de participants et le mangque de groupes de contrdle dans toutes les études fournissent
suffisamment de preuves pour recommander un traitement sans équivoque.
Deux essais cliniques ont en outre réalise des tests de sensibilité au médicament in vitro. Les
analyses interprétables n'ont montré aucune résistance de P. ovale a I'amodiaguine, a
I'artésunate, ala chloroquine, ala méfloquine, ala pipéraquine ou alapyronaridine [29,30].
En résumant tous les rapports publiés et I'expérience clinique, il s avére que les médicaments
antipal udiques utilisés pour P. falciparum sont égal ement efficaces pour P. ovale.

Cependant, il manque actuellement des preuves scientifiquement valables a ce sujet.

7.2. Traitement desreviviscences

Le concept de traitement des reviviscences tardives de P. ovale avec une 8-aminoquinoléne
est basée sur |'observation que la quinine associée a la pamaguine (la premiére molécule
synthétique de 8-aminoquinoléine) étaient plus efficaces dans le traitement de certains cas de
paludisme que la quinine seule [1].

Lorsque Sinton et Bird ont observé que la pamaquine réduisait |e taux de rechute du paludisme
a P. vivax, plusieurs dérivés de 8-aminoquinoléne ont été synthétisés et testés a cette fin. La
primaguine a finalement montré un effet anti-rechute plus important que la pamaguine, avec
une toxicité réduite, mais son efficacité pour les récidives de P. ovale n'a depuis lors été que
présumeée et jamais démontrée [31].
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D’ un point de vue méthodol ogique, pour prouver I’ efficacité d’ un médicament, il est nécessaire
de démontrer d’ abord sans équivoque |’ existence de la maladie a traiter - dans ce cas présent,

une rechute induite par les hypnozoites.

8. Etudesmoléculaires
Des analyses ont montré qu'il existe deux types de P. ovale basés sur des délétions et des
substitutions de nucléotides dans le gene de I'ARNr 18S, et que ces parasites coexistent dans
plusieurs pays endémiques. Un certain nombre disolats identifiés au microscope comme P.
ovale n'a pas pu étre détecté par la PCR classique en raison de variations de séquence dans la
cible du gene de la psuARNr. Depuis lors, il a éé démontré que le dimorphisme en types
d ARN classiques et variants S éendait a d’ autres genes, notamment le locus mitochondrial
cytochrome b et les genes nucléaires codant a la fois la lactate déshydrogénogénase, les
antigenes de surface de I'ookinete mais auss du géne P. ovale tryptophane-rich antigene
(potra). Les génes suivants ont été utilises pour la discrimination moléculaire entre P. ovale
curtis et P. ovale wallikeri.
Petite sous unité de I’ARNr (psuARNr) — Les génes des petites sous-unités de I'ARNr
nucléaire sont connus pour étre des régions hautement conservées qui conviennent non
seulement aux études phylogeéenétiques, mai s également aladétection moléculaire des parasites
du paludisme humain. Le nombre de copies de ce gene varie de 4 a 8. Sur la base des sequences
partielles de la psuARNTr, P. ovale curtis et P. ovale wallikeri différent au moins sur 26 loci.
De plus, P. ovale wallikeri a montré une variabilité intraspécifique. Bien que plusieurs
variationsinterspéecifiquesaient été décrites, ce gene est celui qui est le plus couramment utilisé
pour I'analyse PCR [5-8].
Cytochromeb (Cytb) — Une conservation stricte de séquences de ce gene mitochondrial a été
observeée chez P. falciparum et P. vivax. Cependant, certains auteurs ont décrit des divergences
entre P. ovale curtis et P. ovale wallikeri. IIs ont rapporté une divergence de 12 pb dans une
sequence partielle de 1035 pb. Ces résultats ont été confirmes par plusieurs études, dont I'une
analysait et comparait les séquences partielles de cytb de P. ovale de 357 pb, différenciant
clairement deux génotypes de cytb mitochondriaux.
M SP-1 — Des auteurs ont décrit une faible diversité de sequences entre la proténe de surface
meérozoitaire 1 deP. ovale curtis (PocMSP-1) et cellede P. ovalewallikeri (PowMSP-1). Trois
segments répétés imparfaits dans le premier et un dans le dernier ont été observés. Des
différences entre P. ovale curtis et P. ovale wallikeri ont été observées dans les domaines
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variables interspecifiques de MSP-1. Les genes complets de MSP-1 different par la taille: 5
181 pb pour P. ovale curtis et 5016 a 5043 pb pour P. ovale wallikeri. De plus, des variations
intraspécifiques spécifiques aux séquences de POMSP-1 ont éé observées. La scisson de
PocM SP-1 et de PowM SP-1 semble étre rel ativement récente par rapport ad’ autres especes de
paludisme humain [5-8].

P. ovaletryptophan-rich antigen (potra) —Oguikeet a. ont publié une méthode de PCR nichée
utilisant le géne potra qui permet de distinguer les deux especes de P. ovale. Dans |’ étape 1,
les paires d'amorces POTRAfwd3 et POTRArev3 lient un fragment de 787 pb. Par I'utilisation
d’amorces internes POTRAfwdS et POTRArev5, P. ovale wallikeri et P. ovale curtis (245 a
355 pb) peuvent étre différenciées. Bien que cette technique se soit révélée spécifique a P.
ovale p., il aété observe que lestailles desfragments amplifiés différaient également enraison
des différences dans |e nombre d'unités répétées, limitant ains |a discrimination entre especes:
pour P. ovale wallikeri, 245, 299 et 335 pb, et pour P. ovale curtis, 299, 317 et 353 pb.
Récemment, une méthode de PCR semi-nichée spécifique pour la discrimination des deux
especes de P. ovale a été présentée (étape 1; amorces POTRA-F et PoTRArev3). Dans la
réaction 2, I"amorce POTRA-F est combiné a des amorces spécifiques de P. ovale wallikeri
(amorce POWTRA-R; 389, 443 et 479 pb) et de P. ovale curtis (amorce POocTRA-R; 443, 461,
et 497 pb). Cette technique permet non seulement la discrimination des deux especes de P.
ovale, mais égaement I'analyse phylogénétique de ces parasites sur la base de variations
spécifiques au sein de I'espece [7,32]. En outre, |’équipe de Tanomsing a suggéré que le
nombre de variations de taille de fragments pourrait étre supérieur acelui évalué [33].

Autres genes — Des dimorphismes ont également été observés dans des genes codant pour la
cytochrome ¢ oxydase 1 (cox1; au moins 12 locus); | actate déshydrogénase (Idh), antigénes de
surface de I'ookinete, P. ovale reticulocyte binding protein 2 (porbp2), P. ovale
glyceraldehyde-3-phosphatase (pog3p), P. ovale dihydrofolate reductase-thymidylate
synthase (podhfr-ts), P. ovale cysteine proteinase (pocysp) [34,35].
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1. Méthodologie
1.1. Sites et type d’étude

L es sites représentatifs des strates épidémiol ogiques du paludisme ont été choisis pour mener
cette étude. Au niveau de larégion centre ouest de Dakar, il s agit des postes de santé de Deggo
a Pikine, du poste de santé de Diamniado ; pour larégion de Thies qui est située a 70 km de
Dakar, il sagit de la section de lutte antiparasitaire (SLAP). Au Sud, les postes de santé de
Tomboronkoto et Dalaba de larégion de Kédougou étaient choisis. Au nord du pays, |” hopital
de Richard était le site.

L’ étude S est déroulée durant la période de transmission palustre entre Juillet et Décembre
2016.

Pour chaque patient sélectionné, un préévement de sang permet de procéder au TDR, ala

microscopie et alabiologie moléculaire.

1.2. Population d’étude
Tous les patients qui se présentaient au niveau des structures sanitaires pour consultation et
chez qui un TDR et/ou une goutte épaisse/frottis mince étaient demandés.

1.3. Techniques

1.3.1. Preélévement des échantillons
Le sang des patients ayant rempli les critéres de sélection est collecté directement sur tube avec
anticoagulant (EDTA) et sur papier buvard.

1.3.2. Microscopie
Pour chaque patient qui a bénéficié d’ un TDR fourni par PNLP (une seule bande, spécifique
de P. falciparum), nous avons confectionné un autre TDR a 2 bandes (falciparum et non-
falciparum) et deux lames de goutte épai sse/frottismince. Leslames éaient colorées au Giemsa
et lues par deux experts microscopistes certifiés niveau 1 par I'OMS. Les espéces étaient
identifiées sur la base des caractéristiques morphologiques des parasites observées au frottis
mince. Les densités parasitaires étaient effectuées en assumant 8000 |eucocytes/ul pour chague
échantillon.

1.33. PCR
Une confirmation moléculaire était effectuée sur les échantillons positifs a la microscopie.

Nous avons utilisé la PCR atemps réel ciblant e gene de I’ ARN ribosomal 18S.
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L’ADN a été extrait a partir de papier filtre en utilisant le kit QIAGEN en suivant les
instructions du fournisseur.
Le protocole de PCR a été réalisé tel que décrit par Rougemont et al [36—39].

1.3.4. GénotypagedeP. ovale
Pour les échantillons positifs a P. ovale alamicroscopie et confirmés par la PCR Rougemont,
nous avons effectué le typage pour distinguer les deux especes P. ovale curtis et P. ovale
wallikeri. Pour cela, nous avons utilise une PCR nichée ciblant le gene potra (P. ovale
tryptophan rich antigen) [7].
L’ extraction del’ ADN aété réalisee avec le kit Qiagen selon les instructions du fournisseur.

Pour laréalisation de la PCR, le programme suivant a éé suivi (Tableau I):

Tableau | - Séquences des amorces et parametres du thermocycleur pour I'amplification du
géne potra

Nom del’amorce Séquencedel’amorce Produit de Programmede PCR
PCR (pb)
PoTRA fwd3 5'-GCACAAAAATGGTGCTAACC-3 95 °C pour 2 min; (95 °C pour 30 s; 58 °C
787 pour 45 s; 72 °C pour 1 min) x 44 cycles;
PoTRA rev3 5-ATCCATTTACCTTCCATTGC-3 72 °C pour 5 min
PoTRA fwd5 5'-ACGGCAAACCCGATAAACAC-3 245 95 °C pour 2 min; (95 °C pour 30 s; 52 °C
a pour 45 s; 68 °C pour 1 min) x 44 cycles;
355
PoTRA revb 5-GTGTTTGTAGTATTTACAGG-3' 68 °C pour 5 min

A la premiére amplification, les amorces sens POTRAfwd3 et anti-sens PoTRArev3 initient
I”amplification d’'un fragment de 787 pb du géne potra. L’utilisation d' amorces internes
PoTRAfwd5 et POTRArev5 sur le produit de la premiere amplification permet d’ obtenir des
fragments dont la taille varie de 245 a 355 pb. La taille du fragment observé permet de
distinguer ains les deux espéces P. ovale wallikeri et P. ovale curtis.

1.4. Ethique

Cette étude arecu |’ approbation du comité d’ éthique du Ministére de la Santé et de I’ Action

Sociale du Sénégal.
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2. Réaultats
2.1. Microscopie

Parmi les 406 échantillons prélevés, 235 étaient positifsavec 228 casde P. falciparum (97,0%),
3 casde P. malariae (1,3%) et 4 cas de P. ovale (1,7%) (Error! Reference source not found.).
Parmi les 4 échantillons positifs a P. ovale, les trois étaient diagnostiqués dans des postes de
santé ne disposant pas d’ appareillage pour faire des examens biol ogiques complémentaires de
routine.
Par contre, un patient était admisal’ unité de pédiatrie del’ hopital Aristide Le Dantec. L’ enfant
habitait a Keur Massar et il n'y avait pas de notion de voyage al’ interrogatoire.
Deux patients étaient adultes (29 et 35 ans), 1 patient était adolescent (14 ans) et un patient
était un enfant (6 ans).
Les densités parasitaires étaient respectivement 860, 4214, 24643 et 438 parasites/pl.
Aprestrois (3) jours de traitement avec trois (3) doses de |’ association artésunate/lumefantrine
(Coartem), I’évolution était favorable pour les 4 patients. Toutefois, les patients n’ont pas
bénéficié d' un traitement a base de primaquine pour prévenir d’ éventuelles rechutes ; cette
molécule n’ éant pas disponible au Sénégal.
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Figure 4: Frottis mince coloré au Giemsa montrant la morphologie du parasite : des
trophozoites de P. ovale infectant A et B) des hématies de tailles agrandies et
frangées, C) parfois amiboides. D) un gamétocyte dans une hématie frangée donnant

un aspect de pinceau.

22. PCR
La PCR Rougemont en temps réel a permis de noter une confirmation a 100% les résultats
obtenus par la microscopie. En outre, la PCR a permis de détecter sur un échantillon une
infection mixte P. falciparum et P. malariae. Lesinfections aP. ovale n’ étaient pas associées
ad autres especes plasmodiales.
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2.3. Geénotypage
Le typage moléculaire a permis d’identifier trois cas de P. ovale wallikeri et un cas de P.

ovale curtis (Figure 5).
LescasdeP. ovalewallikeri provenaient du poste de santé de Diamniado, delaSLAP de Thiés
et de I’hopital Aristide Le Dantec tandis que le seul cas de P. ovale curtis provenait de

Kédougou (Tableau I1).

299

245

Figure 5: Image d’'un gel d électrophorése montrant les tailles des fragments du gene potra :
245 pb pour P. ovale wallikeri (Pow) et 299 pb pour P. ovale curtis (Poc).

MM : Marqueurs de poids moléculaire de 100 paires de bases

Controles négatifs: Pf (P. falciparum) ; H,O (eau distillée)
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Tableau I - Répartition des especes de P. ovale selon les sites et les densités parasitaires

Sites Agedu patient Especes Densité parasitaire
(années) (parasites/ul)
Le Dantec 6 P. ovale wallikeri 860
SLAPThiés 14 P. ovale wallikeri 4214
Diamniado 35 P. ovale wallikeri 24643
Kédougou 29 P. ovalecurtis 438
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3. Discussion

Au Sénégal, trés peu d’ études ont porté une attention particuliere aP. ovale. Les éudes qui ont
concerné ce parasite |’ ont été essentiellement au sud du pays avec I’ Institut Pasteur de Dakar
et I'Institut de Recherche et Développement (IRD) au cours d une étude longitudinale dans le
village de Dielmo [19,40]. Sur le plan épidémiologique, P. ovale est endémique en Afrique
sub-saharienne [10]. A Dielmo la prévalence était estimée a 5,5% au début des années 90 [41].
Par lasuite, cette prévalence adrastiquement diminué et le parasite n’ était plus retrouvé depuis
2010, ceci enrelation avec les politiques de lutte contre le paludisme de ces dernieres décennies
[1]. Au cours des enquétes de supervision du Programme Nationa de L utte contre le Paludisme
(PNLP), il était rare que P. ovale soit mentionné dans les registres de résultats et danslesrares
cas ou le parasite est mentionné, il était impossible de retrouver lalame pour contre-lecture par
un expert microscopiste.

Leseul casdeP. ovalecurtis retrouvé mérite d étre discuté. En effet, Diamniadio est une ville
carrefour situé ala sortie de laville de Dakar ou de nombreuses popul ations humaines venant
de différents régions et pays voisins se rencontrent ; ains il existerait deux sources possibles
de transmission du parasite: existence d’ un foyer de faible transmission de P. ovale pres de
Diamniadio, ou que la source de I'infection provenait d'une autre région ou de pays voisins.
Par contre, a Kédougou, ou la transmission est encore élevé et ou des vecteurs efficaces
circulent, il N’ est pas surprenant de retrouver P. ovale avec un tel taux de prévaence. En effet,
récemment, une étude mol éculaire arévélélaprésence de P. ovale a Kédougou seulement sous
forme d infections mixtes avec P. falciparum a une prévalence de 11,5% [3]. Toutefois, notre
€tude ne consigtait pas a rechercher systématiquement le parasite par la biologie moléculaire.
Notre approche était de rechercher les cas cliniquement suspects et diagnostiqués par la
microscopie et enfin, nous procédions a une confirmation moléculaire ; ceci expliquerait la
prévaence plusfaible.

Sur le plan clinique, P. ovale est rarement rapporté comme étant responsable de paludisme
grave [22,24,42]. Trés souvent, I’ infection est asymptomatique ou se présente sous une forme
cliniguement modérée [2]. On estime que le parasite est associé a la présence de fievre dans
seulement 1% des cas d'infections [41]. Par ailleurs, les densités parasitaires sont souvent
faibles, se situant en dessous de 50 parasites/ul et dépassant rarement 27000 parasites/l [19].

Cettetendance adesdensités parasitairesfaiblesfait partie des éléments qui expliquent lafaible
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virulence du parasite. En effet, on considére que pour les signes cliniques se manifestent, il
faudrait dépasser un seuil de 800 parasites/pl [19,40].

Dans un premier temps, P. ovale curtis (type classique) et P. ovale wallikeri (type variant) ont
été considérés comme étant deux sous types ou sous especes de I’ espece P. ovale mais a partir
de 2010, il est apparu qu'il s'agit de deux espéces distinctes au sein de P. ovale. Ces deux
especes auraient divergéil y aentre 1 et 3 millionsd’ années et ont été rapportées comme étant
sympatriques dans |’ espace et dans le temps [43]. Il faut noter qu'il est impossible de les
distinguer a la microscopie. Toutefois, il semble que les deux espéces ont des périodes de
latence différentes[7].

Au Sénégal, le génotypage de P. ovale est trés peu documenté [ 3,44]. Habituellement, le gene
de la petite sous unité de I’ ARNr est le plus ciblé pour effectuer un tel génotypage. Dans notre
€tude, nous avons ciblé le gene P. ovale tryptophan-rich antigen (potra) pour géenotyper les
deux especes. C'est un géne qui présente un dimorphisme entre les deux especes. En effet, une
différence de taille de la séquence du gene potra a été observée entre P. ovale wallikeri et P.
ovale curtis [7]. Ce dimorphisme au niveau du gene a été exploité dans une PCR nichée ou les
amorces ciblent des régions conserveées du gene et |es especes sont identifiées sur labase de la
taille des fragments amplifiés (299 pb ou 317 pb pour P. ovale curtisi; 245 bp pour P. ovale
wallikeri). Toutefois, il a été noté plus tard que la bande de 299 pb pourrait chevaucher entre
les deux especes mais ce probleme a été résolu par une méethode de PCR semi-nichée [33].

L e génotypage de P. ovale peut présenter un intérét pour plusieurs raisons. De récentes études
ont suggeéré gque les deux especes peuvent présenter des caractéristiques de rechutes différentes
[32]. Il semblerait auss que P. ovale wallikeri serait sensiblement plus virulent [45] ; C est
ains gque lathrombopénie severe aété associee a P. ovale wallikeri comparativement aP. ovale
curtis [46], il en est de méme de la densité parasitaire éevée [45]. Toutefois cette derniere
donnée reste controversée [46].

Par ailleurs, il devient tres probable qu'il existe un foyer de transmission de P. ovale au niveau
de larégion du centre ouest du Sénégal [44]. En effet, les 3 cas ont été répertoriés dans cette
région.

Il devient ains nécessaire de rechercher lanotion d’ exposition par des techniques sérologiques
spécifiques des especes non-falciparum afin de connaitre I’ étendue de I’ épidémiologie de ces
especes.

En outre, il est indispensable de disposer de la chloroquine dans I’ arsenal thérapeutique, qui
est le médicament de choix dans le traitement du paludisme due aux especes non-
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falciparum quoique les ACT ont montré leur efficacité [47]; il en est de méme delaprimaguine

pour la prévention des rechutes.
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CONCLUSION




Nous estimons que la prévalence du paludisme a P. ovale reste faible au Sénégal. Toutefois,
les infections a Plasmodium non-falciparum ont tendance a étre sous diagnostiqué au niveau
des structures sanitaires. 1l est nécessaire de tenir compte de ces especes dans la lutte contre le
paludisme. Leur négligence mene souvent a un diagnostic erroné. Le retard diagnostic qui en
résulte peut conduire a la demande d'une batterie d examens complémentaires et des
traitements medicamenteux non nécessaires et une augmentation de la morbidité liée au
parasite. Le PNLP ne doit plus se limiter a fournir des TDR specifiques uniquement de P.
falciparum. En outre, les microscopistes du paludisme doivent étre suffisasmment formes et
certifiés pour reconnaitre de telles especes. Mieux, avec les nouvelles techniques moléculaires
simplifiéestelles que laloop-mediated isothermal amplification (LAMP) qui est une technique
d’ amplification moléculaire en condition isothermal e, |e dépistage des espéces non-falciparum
devient plus aisé. Le génotypage peut étre plus fiable par I’ utilisation de la technigue HRM
pour distinguer P. ovale wallikeri et P. ovale curtisi.

Avec ces dernieres techniques, on pourrait également acquérir une nouvelle perspective sur la
gestion adéquate du paludisme a P. ovale - un parasite négligé, qui pourrait al'avenir gagner

en importance pour la santé publique dans I'optique d'une élimination contre e paludisme.
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Le paludisme a Plasmodium ovale au Sénégal : intérét du diagnostic dans la lutte

contre le paludisme

Résumé

Introduction

Le paludisme a Plasmodium ovale est souvent mal diagnostiqué, ceci li¢ a la méconnaissance
de ce parasite et de la négligence dont il fait I’objet. L’objectif de cette étude était de
rechercher activement les cas de de P. ovale qui passeraient inapercus dans les structures de
santé.

Méthode

La microscopie a été effectuée par des experts microscopistes chez des patients suspects de
paludisme. Les résultats ont été corrigés par la PCR. Les cas positifs & P. ovale ont été
génotypés en ciblant le géne potra.

Résultats

406 échantillons ont été prélevés. La microscopie a permis de noter 228 cas de P. falciparum
(97,0%) et 4 de P. ovale (1,7%).

Les cas de P. ovale observés a la microscopie ont été confirmés par la PCR en temps réel. Le
génotypage de P. ovale a révélé 3 cas de P. ovale wallikeri et 1 cas de P. ovale curtisi.
Conclusion

La prévalence du paludisme a P. ovale reste faible au Sénégal. Toutefois, il convient de former
les microscopistes du paludisme a la reconnaissance des especes non-falciparum pour éviter

les retards diagnostiques et les bilans inutiles.
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