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INTRODUCTION




Le paludisme est une maladie parasitaire due a un parasite hématozoaire du genre
Plasmodium, transmis a I’Homme par la piqure infectante d’un moustique appelé anophéle femelle.
Malgré une baisse significative de I’impact du paludisme dans certaines régions de transmission
saisonniére ou continue, cette parasitose demeure encore un Vvéritable probléeme de santé publique
dans les régions intertropicales et en Afrique subsaharienne. En effet, I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) estime que 229 millions de cas dont 409000 déces ont été enregistré en 2019 contre 238
millions de cas dont 738000 décés en 2000 [1]. Le renforcement de mesures de prévention et de lutte
ont néanmoins conduit a une baisse de plus de 60% a I’échelle mondiale, du taux de mortalité due au
paludisme depuis 1’an 2000 [1, 2]. Cependant, malgré I’intensification des efforts de lutte 1’ Afrique
subsaharienne continue de supporter une part disproportionnée de la charge mondiale du paludisme
avec plus de 92 % des cas et plus de 91 % des déces entre 2015 et 2018 [2, 3].

Parmi une centaine d’espéces de Plasmodium décrites, seules cing d’entre elles sont capables
d’infecter I’homme : Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium
knowlesi et Plasmodium falciparum. P. falciparum est a I’origine de 99,7% des cas dont 94 % des
déces enregistrés dans la région Afrique selon ’OMS [2]. L’infection a Plasmodium se présente sous
deux formes : la forme symptomatique et le portage asymptomatique. La forme symptomatique est
constituée du paludisme simple et du paludisme grave. Les pathologies liées au paludisme grave a
P. falciparum sont caractérisées par une anémie sévere, une atteinte cérébrale associées a des
complications au niveau des organes profonds selon des critéres standardisés par I’OMS [3, 4].
Plasmodium vivax est a I’origine d’environ 53% des cas en Asie du Sud-Est et de 75% de cas dans la
région Amérique de I’OMS. Les érythrocytes du groupe sanguin Duffy négatif (observé chez la
majorité des sujets originaires d’Afrique de 1’Ouest) ne possédent pas le récepteur membranaire
nécessaire a I’infection par P. vivax. Cependant, des infections a P. vivax ont été détectées chez des
patients Duffy négatifs vivant en Afrique [5]. C’est la 2eme espéce la plus répandue elle est a I’origine
de formes essentiellement bénignes, parfois mortelles de la maladie, accompagnées de fievre tierce
de méme que Plasmodium ovale mais qui est moins répandue. Plasmodium malariae a une
distribution mondiale trés inégale. Cette espece est a I’origine d’une forme bénigne de la maladie
caractérisee par une fiévre quarte sans incidence meurtriere. Les infections de paludisme a P. vivax
et P. ovale peuvent présenter des rechutes quelques semaines, des mois, voire des années apres la
premiére infection, méme si le patient a quitté la zone a risque. Ces nouveaux épisodes sont dus a des

formes hépatiques « dormantes ».

Depuis 2004 une cinquiéme espece d’origine simienne, Plasmodium knowlesi, est responsable
de forme rare mais grave de paludisme chez ’homme notamment en Asie du sud-est. Elle est a

I’origine de fievres quotidiennes sans récurrence de 1’infection [4, 6, 7]. En dehors des cas d’infections




a Plasmodium simples et graves, il existe également le portage asymptomatique [8]. Ce portage
asymptomatique est beaucoup plus décrit chez les enfants de plus de 5 ans et les adultes. La majorité
des stratégies mises en place pour I’élimination de cette pandémie ne ciblent que les cas
symptomatiques, cependant la persistance de la parasitémie asymptomatique pourrait constituer un

réservoir et une menace a I’atteinte de 1’élimination du paludisme [8].

Plusieurs facteurs de virulence associés au P. falciparum permettent d’expliquer actuellement
I’évolution de la maladie notamment les antigénes Erythrocyte Membrane Proteinl (EMP1) qui sont
impliqués dans la cytoadhérence et la séquestration plasmodiale ; donc liés a 1’accés palustre grave
et au paludisme gestationnel. D’autres antigénes tels qu’Apical Membrane Antigen 1 (AMAL) et
Merozoite Surface Protein (MSP) sont aussi impliqués dans 1’invasion érythrocytaire du cycle de
développement du parasite. Cependant, afin de réussir 1’élimination du paludisme, une connaissance
de la variation du génome des parasites dans différentes zones géographiques et une meilleure
compréhension des facteurs qui déterminent les flux des génes entre différents milieux est nécessaire.
Depuis la publication du génome complet du clone de référence 3D7 de Plasmodium falciparum [9],
et le séquengage d’autres isolats plasmodiaux, quelques variations génétiques responsables de

phénotypes tels que la chimiorésistance et la virulence du parasites ont été détectés [10].

Le climat chaud et humide du Gabon est favorable au développement de I’anophéele vecteur
du Plasmodium. C’est une zone ou la transmission est encore hyper-endémique. Dans cette zone, les
especes présentes sont principalement P. falciparum, P. malariae et P. ovale. En milieu urbain,
I’espéce majoritaire et la plus virulente est P. falciparum, alors que la prévalence des autres especes
demeure tres faible, malgré I’intensification de la lutte antipaludique, principalement dirigée contre
P. falciparum [11-14]. Ces données proviennent des patients développant un acces palustre. Une
étude récente a montré que chez les patients asymptomatiques des villages isolés, la prévalence des
autres espéces plasmodiales est élevée, elle est de I’ordre de 47,6% pour P. malariae, et de 9,9% pour
P. ovale [15]. La prévalence du paludisme dans le sud-est du Gabon, notamment a Franceville, était
de prés de 18% en ne ciblant que les infections a P. falciparum chez les enfants [12]. Cependant, peu
de données sont disponibles sur la relation existante entre 1’état clinique et les facteurs de virulences
des différentes espéces plasmodiales circulant au Gabon. Nous émettons 1’hypothése suivante : les
populations de P. falciparum trouvées chez les sujets asymptomatiques présentent des génotypes
différents de ceux trouvés chez les sujets symptomatiques. Par conséquent, il serait intéressant de
décrire et de comparer le génotype de ces souches par rapport au profil présent a la fois chez les
patients symptomatiques et chez les porteurs asymptomatiques vivant en milieux urbain, semi-urbain
et rural dans le Sud-Est et le Nord-Est du Gabon.




PARTIE 1 : Généralites sur le paludisme




|. Définition et épidémiologie

Le paludisme (du latin paludis c'est-a-dire marais) encore appelé malaria (de I’italien mal’aria
c’est-a-dire mauvais air) est une érythrocytopathie parasitaire trés répandue dans le monde,
notamment en Afrique sub-saharienne ou le risque de transmission est le plus élevé. Avec une
incidence annuelle de 229 millions de cas, et une mortalité annuelle de 409000 déces en 2019 [1]
contre 238 millions de cas et 738000 déces en 2000, le paludisme demeure un probléeme majeur de
santé publique. Les données OMS 2020 montrent une diminution du poids du paludisme depuis 1’an
2000 [1]. Cependant, 90% de decés dus au paludisme concernent les enfants de moins de cing ans,
vivant en Afrique sub-saharienne ou la maladie est endémique [2] (Figure 1). La femme enceinte et
le feetus sont aussi vulnérables face au paludisme. Cette vulnérabilité découle de la baisse de
I’immunité maternelle, de la séquestration placentaire qui est a I’origine de la réduction du poids du
nouveau-né (surtout pour les primipares). La morbidité maternelle est surtout due a I’anémie. La mort
in-utero du feetus, des avortements et des accouchements prématurés sont également des
conséquences fréquentes du paludisme gestationnel [16-18]. Malgré les efforts considérables dans la
lutte contre cette endeémie, elle constitue une lourde charge pour les pays en voie de développement,
car la prise en charge et la prévention de celle-ci demandent un gros investissement de la part des
pouvoirs publics et méme du patient. Cette maladie parasitaire est causée par un protozoaire du genre
Plasmodium. Ce protozoaire est transmis a I’homme par 1a piqure infectante d’un vecteur, moustique
hématophage du genre Anopheles (anophéle femelle). Parmi les espéces de Plasmodium existantes
cing espéces parasitent I’homme : P. ovale, P. vivax, P. malariae, P. Knowlesi, P. falciparum. Cette
derniére est la plus dangereuse car elle est a 1’origine des formes graves du paludisme et de la quasi-
totalité de la mortalité due a cette maladie [19]. En 2018, environ 91 pays étaient endémiques pour le
paludisme. En raison des facteurs influengant 1’épidémiologie (distribution des anopheles, capacité
vectorielle, caractéristiques biologiques des différentes especes de Plasmodium ...), la répartition
géographique varie d’un continent a I’autre, d’un pays a 1’autre, mais aussi d’une région a une autre,
d’un village a un autre et méme parfois au sein d’un méme village. Actuellement, encore pres de la
moitié de la population mondiale est a risque pour le paludisme da a P. falciparum. La carte ci-aprés
montre la répartition du paludisme dans le monde en 2018.
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Figure 1: Répartition du paludisme dans le monde en 2018. (Source: WHO, 2019).

I1. Espéces plasmodiales infectant ’Homme

Les agents responsables du paludisme sont des protistes de la classe des sporozoaires du genre
Plasmodium. Ces organismes unicellulaires ont un cycle qui débute toujours par un germe
vermiforme et mobile, appelé sporozoite. Ils appartiennent a I’ordre des Haemospororida qui est
caractérisé par des micro et macro-gametocytes se développant indépendamment. 1ls sont regroupés
dans le sous-ordre Haemosporidae. Ce sous-ordre est subdivisé en trois familles a savoir
Plasmodiidae, Haemoproteidae, et Leucocytozoonidae. Toutes ces familles présentent des
sporogonies qui chez les vertébrés sont transmises par des insectes hématophages. Nous, nous
intéressons plus particuliérement a la famille des Plasmodiidae qui sont transmis par des Anophelinae
et les Culicinae. Cette famille infecte plusieurs groupes d’hotes qui vont des mammiféres aux oiseaux
et reptiles. Au sein de cette famille, le genre Plasmodium qui est transmis par un vecteur a large
distribution géographique compte 200 especes [20, 21]. Sur les 200 espéces que compte la famille
des Plasmodiidae, cing espéces sont connues pour infecter ’'Homme et étre responsables du
paludisme chez ce dernier. Ces espéces sont : P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P.

knowlesi.
A. Plasmodium falciparum

P. falciparum est responsable de la fievre tierce maligne, il s’agit de I’espéce la plus fréquente
en Afrique sub-saharienne ou plus de 90% des cas de déces dus aux formes graves du paludisme lui

sont associés [3]. Dans les régions équatoriales, il est transmis toute 1’année avec cependant des




recrudescences saisonnieres. Dans les régions subtropicales par contre, il n’est transmis qu’en période
chaude et humide. Sa transmission s’interrompt lorsque la température tombe en dessous 18°C. Des
études récentes montrent que bien qu’étant parasite de I’'Homme, il est également capable d’infecter

les grands singes africains [22, 23].

Publié pour la premiére fois en 2002, le génome complet de P. falciparum a une taille de 23
mégabases, il est composé de 14 chromosomes qui codent pour environ 5300 genes, riches en

adénines et en thymines (environ 80%) [9, 24].

L’aspect morphologique de P. falciparum varie en fonction du stade évolutif. Le trophozoite
jeune est de petite taille (1/4 de la taille de ’hématie parasitée). Il est souvent accolé a la paroi de
I’hématie et a la forme de bracelet arabe (noyau bilobé et cytoplasme fin). On n’observe aucun
pigment malarique. Le trophozoite agé quant a lui est plus volumineux et plus irrégulier (forme de
raquette, filet a papillons). Les schizontes et la rosace ne sont généralement pas rencontrés dans le
sang périphérique. Le gamétocyte, quant & lui, a une forme caractéristique en banane qui déforme
I’hématie (Figure 2).

B. Plasmodium vivax

P. vivax est responsable de fievres tierces bénignes. 1l est aussi trés répondu dans le monde et
évolue avec des rechutes a long terme. Longtemps absent en Afrique noire, il a récemment été
retrouvé dans certains pays d’Afrique au sein des populations ayant 1’antigéne Duffy négatif. 1l est
plus fréquent en Asie, Amérique du Sud et Centrale [25]. Il a été démontré que les grands singes
africains sont des reservoirs potentiels de P. vivax [26, 27]. L’aspect morphologique a été décrit par
Martet et Peyron en 2000. Le trophozoite jeune occupe le tiers de I’hématie. Le cytoplasme est plus
épais que celui de P. falciparum. Il n’y a pas de pigment malarique. Le trophozoite agé est
caractéristique (corps amoeboide). Le cytoplasme est étiré en tous sens, déformé, tres polymorphe.
La vacuole parasitophore est mal délimitée et le pigment malarique est fin. Le schizonte comporte
des noyaux irréguliers. La rosace est volumineuse : elle occupe toute I’hématie et comporte 12 a 18
mérozoites irrégulierement répartis. Les gamétocytes sont arrondis ou ovalaires et occupent la quasi-

totalité de I’hématie. Le noyau est excentré et le pigment trés abondant (Figure 2)

C. Plasmodium ovale

P. ovale est aussi I’agent d’une fi¢vre tierce bénigne. Il est trés proche de P. vivax avec lequel
il a été trés longtemps confondu [28]. Il est trés rare et se rencontre presque exclusivement en Afrique

de I’Ouest et en Asie. Considéré comme peu pathogéne, son évolution est bénigne, mais on peut




observer comme avec P. vivax des rechutes tardives. Genéralement on dit que P. ovale remplace P.

vivax la ou cette derniére espece est absente [29].

Des études sur la morphologie de P. ovale et le changement de forme de 1’hématie parasitée
sont tres limitées [30]. Ce changement serait semblable & celui des autres espéces plasmodiales
notamment Plasmodium vivax. Le trophozoite jeune est structurellement semblable a celui de P. vivax
mais il posséde souvent un fin grain de pigment malarique. Le trophozoite 4gé posséde du pigment
palustre, le volume du parasite augmente et il se déforme. A ce stade, le cytoplasme peut posséder
une partie filamenteuse mais il ne forme jamais de corps amoeboide. Le schizonte mir quant a lui
possede 8 a 9 mérozoites, répartis plus ou moins régulierement et se différencie du trophozoite agé
que par la division du noyau. Contrairement a P. malariae son pigment est dense mais plus fin. Il
présente également des similitudes avec P. vivax au niveau des gamétocytes, lesquels n’occupent pas

la totalité de I’hématie (Figure2).

D. Plasmodium malariae

P. malariae sévissant dans toutes les régions ou le paludisme est endémique, avec une
distribution géographique plus fréquente en Amérique du Sud (tribus amérindiennes) est responsable
d’une fievre quarte et représente environ 1% des cas de paludisme [31].

Certains auteurs ont montré que 1’aspect morphologique de P. malariae est similaire a celui
de certaines especes de plasmodies chez les primates [32]. Le trophozoite jeune est comparable a
celui de P. vivax, mais a ce stade il possede un grain de pigment. Le trophozoite agé est plus
volumineux avec un pigment trés abondant. On retrouve deux aspects classiques: la bande
€quatoriale, forme rigide et transversale du parasite dans I’hématie, et la forme hémogrégariniforme
ou le parasite se replie en vermicule, avec un pigment abondant. La division du noyau permet de
différencier le schizonte du trophozoite agé. La rosace est caractérisée par son aspect régulier, avec
au centre un pigment malarique trés abondant et en périphérique 8 a 12 mérozoites régulierement
répartis. Le gamétocyte est globuleux, posséde un abondant pigment palustre et occupe la presque
totalité de I’hématie (Figure2).

E. Plasmodium knowlesi

P. knowlesi était longtemps considéré comme une espéce simienne spécifique des macaques
d’Asie du Sud-Est, ’infection chez ’homme a été récemment décrite faisant de cette derniere la
cinquieme espéce plasmodiale humaine. Elle est génétiquement proche de P. vivax, et

morphologiquement proche de P. malariae. P. knowlesi a été récemment découvert chez I’Homme




en Malaisie (mais il était connu chez les singes). Sa répartition géographique est étroitement liée a
celle des singes macaques, ainsi qu’ a celle de son vecteur [7, 33]. Il est clair aujourd’hui que la
déforestation accompagnée de contacts fréquents entre Homme et primates a fortement contribué a

I’émergence de ce parasite dans les populations d’Homo sapiens.
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Figure 2: Morphologie microscopique des 5 especes plasmodiales infectant 'Homme. [34]

1: Plasmodium vivax. (1A) jeune trophozoite (forme anneau) (un GR contient 2 anneau-peu commun); (1B) anneau agé; (1C) trophozoite agé avec des
grains de Schiiffner; (1D) schizonte en formation; (1E) schizonte mature avec 18 mérozoites; (1F) microgametocyte. 2: Plasmodium ovale (2A) jeune
trophozoite (forme anneau) avec des grains de Schuffner; (2B) jeune trophozoite ; (2C) trophozoite agé; (2D) schizonte en développement ; (2E)
schizonte mature avec 8 mérozoites; (2F) microgametocyte. 3: Plasmodium malariae (3A) jeune trophozoite (forme anneau); (3B) jeune trophozoite;
(3C) trophozoite agé; (3D) schizonte en développement; (3E) schizonte mature avec 9 mérozoites réarrangé en rosette; (3F) microgametocyte. 4:
Plasmodium falciparum. (4A) jeune trophozoite (forme anneau); (4B) jeune trophozoite ; (4C) jeunes trophozoites (plusieurs anneaux par cellules);
(4D) trophozoite agé ; (4E) gamétocyte; (4F) gamétocyte. 5: Plasmodium knowlesi. (5A) jeune trophozoite (forme anneau); (5B) jeune trophozoite;
(5C) trophozoite agé; (5D) schizonte en développement; (5E) schizonte mature avec mérozoites réarrangé en rosette; (5F) microgametocyte.




I11. Phylogénie des espéces plasmodiales.

Au début du vingtiéeme siecle, trois especes plasmodiales avaient été décrites chez les
chimpanzés et les gorilles, P. schwetzi, P. rodhaini et P. reichenowi essentiellement sur la base de
descriptions morphologiques. Seul, P. reichenowi, pour lequel du matériel était disponible, a pu étre
caractérise moléculairement par la suite. Dans les années 90, les premieres constructions
phylogénétiques incluant des données moléculaires de P. reichenowi, ont été réalisées afin de mieux
comprendre ’origine et 1’histoire évolutive de P. falciparum [35, 36]. Ces phylogénies ont montré
que P. reichenowi était le Plasmodium le plus proche phylogenétiquement de P. falciparum. Ces deux
parasites monophylétiques ont un ancétre commun le plus récent datant de la séparation de leur hote
respectif, le chimpanzé et I’homme, il y a 6-10 millions d’années. P. reichenowi et P. falciparum ont
été classés dans le sous genre Laverania en raison de similarités morphologiques (formes des
gameétocytes) mais aussi de leur position phylogénétique, distante des autres Plasmodium infectant
les autres primates non humains et des trois autres espéces plasmodiales infectant ’homme. Ces
autres Plasmodium ont été classés dans le sous genre Plasmodium bien que la bibliographie fait plutot
état de parasites non Laverania par opposition au groupe phylogénétiquement distinct constitué des
deux espéces, P. reichenowi et P. falciparum. Les études récentes sur I’exploration des Plasmodiums
chez les grands singes africains en utilisant les outils moléculaires comme moyen de détection ont
permis la découverte d’une importante diversité moléculaire au sein de ces parasites, jusqu’alors

insoupgonnée, chez les chimpanzés, gorilles et bonobos.
A. Parasites Non Laverania

Une diversité de Plasmodium, a P. ovale identique moléculairement (portion du géne
mitochondrial cyt b) et trés proche génomiquement (génome mitochondrial) de P. vivax chez
I’homme ont été retrouvés chez les chimpanzés et gorilles vivant dans leur milieu naturel ; P. vivax
est a présent inclus dans un groupe monophylétique composé d’especes sceurs infectant les grands

singes en Afrique.

Des Plasmodium, moléculairement proches (portion du cyt b) des deux types de P. ovale, P.
ovale curtisi (type classique) et P. ovale wallikeri (type variant), ont été retrouvés chez les chimpanzés
sauvages en République du Congo et en Cote d’Ivoire et des chimpanzés en sanctuaires au Cameroun
et chez I’Homme. Un Plasmodium identique moléculairement sur une portion du cyt b a été retrouvé
chez un chimpanzé captif au Cameroun [23, 26, 37, 38]. P. ovale curtisi et P. ovale wallikeri sont a
présent inclus dans un groupe monophylétique de Plasmodium de chimpanzés (Figure 3). P.
malariae, comme pour P. vivax et, est également a present inclus dans un groupe monophylétique

incluant des Plasmodium retrouvés chez les grands singes. Ainsi, des Plasmodium malariae-like,




c'est-a-dire proches phylogénétiquement mais divergents moléculairement de P. malariae chez
I’homme, ont été retrouvés chez les bonobos vivant en sanctuaires en RDC, des chimpanzés sauvages
en Cote d’Ivoire et au Cameroun (Fig. 3). De plus, P. malariae (similarité d’une portion du cyt b) a
également éte retrouvé chez des chimpanzés vivant en sanctuaire au Cameroun et chez les chimpanzés
importés d’Afrique il y a des dizaines d’années et vivant en captivité au Japon [22, 23, 26, 36, 37].
(Figure 3)
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Figure 3:Parasites non-Laverania, groupes Plasmodium vivax, P. ovale et P. malariae (modifié
d'aprés Liu et al., 2010).

B. Parasites Laverania

Le groupe des parasites du sous genre Laverania s’est considérablement agrandi. Une diversité
moléculaire trés importante des parasites Laverania infectant les grands singes a été mise a jour grace
aux outils moléculaires. Ce groupe qui n’était composé que de deux especes, P. reichenowi et P.
falciparum est a présent composé de 6 groupes avec une diversité intra-groupes. Ces 6 groupes sont
moléculairement distincts les uns des autres, et il a été proposé qu’ils correspondraient a six espéces
de Plasmodium ; trois seraient spécifiques des chimpanzés, P. reichenowi, P. billcollinsi et P. gaboni
(P. billbrayi, nom d’espéce proposé par Kriefet al., 2011, pourrait étre la méme espéce que P. gaboni,
toutefois, les analyses faites jusqu’a présent ne permettent pas de conclure); trois seraient spécifiques
des gorilles, P. praefalciparum, P. blacklocki et P. alderi [39]. Une spécificité de ces espéces de

Plasmodium au niveau des différentes sous-espéces de chimpanzés et de gorilles n’a pas été observée




a I’heure actuelle (Fig. 4). P. praefalciparum, retrouvé chez les gorilles, est le groupe le plus
étroitement lié au groupe de P. falciparum. Par conséquent, I’hypothése de travail qui a été proposé,
concernant 1’origine et 1’histoire évolutive de P. falciparum, est que celui-ci proviendrait d’un ancétre
de Plasmodium de gorilles. Toutefois, des P. falciparum-like, identiques (portion du cyt b) et trés
proches moléculairement, ont été retrouveés chez les chimpanzés et bonobos vivant en sanctuaires et
chez les gorilles sauvages [22, 23, 26, 38]. S’il est maintenant prouvé que 1’origine de P.
falciparum ne se trouve ni chez les rongeurs, ni chez les oiseaux comme ce fut trés longtemps
I’hypothése, I’incertitude demeure entre bonobos, chimpanzés ou gorilles. En effet, pour affirmer que
les Plasmodium falciparum de gorilles sont a 1’origine du transfert chez les Hommes, il faut
démontrer que seuls les gorilles hébergent les lignées P. praefalciparum 1 et 2. Cette hypothése est
remise en question suite a la trés récente publication montrant qu’un cercopithéque (Cercopithecus
nictitans) était parasité par P. praefalciparum 2. Les gorilles ne sont donc pas les seuls ! D’autres
recherches s’avérent donc nécessaires pour démontrer 1’origine de P. falciparum chez I’ Homme et
surtout pour comprendre les processus sélectifs qui ont conduit a la réussite du transfert, et qui ont

faconné le génome de ce fléau parasitaire.
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Figure 4: L'arbre de relation du primate Plasmodium avec les catégories d'hdtes actuellement
connues [40]

IV. Cycle évolutif du Plasmodium

Le cycle évolutif du Plasmodium comprend deux phases ; une phase de multiplication asexuée
qui se déroule chez I’homme (hote intermédiaire), et une phase de multiplication sexuée qui se déroule

chez le moustique (hote définitif).




A. Cycle chez I’anophéle : phase sexuée

AU cours d’un repas sanguin chez un individu infecté, 1’anophele femelle ingére des
gamétocytes a potentiels sexuels. Ceux-ci vont, dans I’intestin de I’animal. Les gamétocytes males se
différencient en microgametes (4 a 8) rendus trés mobiles par un processus d’exflagellation, tandis
que les gamétocytes femelles se différencient en macro-gametes (ovules). La rencontre entre ces
gamétes produit un zygote mobile: I’ookinéte [41]. Celui- ci pénetre dans la paroi intestinale ou il
s’implante sous la paroi stomacale en formant 1’oocyste. A 1’intérieur de cet oocyste (bréve phase
diploide) se forment plusieurs sporoblastes, dans lesquels se développent des milliers de sporozoites
par sporogonie. Ces sporozoites haploides et mobiles perforent la coque de I’oocyste, puis passent
dans ’hémolymphe pour aboutir au niveau des glandes salivaires ou ils vont acquérir leur pouvoir
infectieux [42]. Chez le moustique, le cycle se déroule en une quinzaine de jours, selon la température

extérieure.
B. Cycle chez I’homme : phase asexuée

La phase humaine du cycle de développement de Plasmodium est constituée de deux phases : un
cycle exo-érythrocytaire et un cycle érythrocytaire.
Cycle exo-érythrocytaire:

Cette premiére phase du cycle chez I’'Homme se déroule au niveau hépatique. Lors d’une
piqure, I’anophele femelle portant des sporozoites infectieux dans sa salive les injecte dans un
capillaire. En moins d’une demi-heure, ces sporozoites migrent rapidement vers le foie via la
circulation sanguine, et envahissent les hépatocytes dans lesquels se déroule la phase hépatique. Dans
les hépatocytes, les sporozoites se développent en trophozoites qui subissent une multiplication
immeédiate (schizogonie hépatique ou exo-érythrocytaire) pour donner des schizontes renfermant des
mérozoites. A maturité, les schizontes éclatent et liberent plusieurs mérozoites dans la circulation
sanguine, capables d’infecter les globules rouges. La phase exo-érythrocytaire est asymptomatique et
dure 10 a 15 jours. Cependant, chez certaines especes plasmodiales (P. ovale, P. vivax), on retrouve
des persistances hépatiques ou hypnozoites qui peuvent rester cachées sans se multiplier durant
plusieurs mois ou années pour reprendre le cycle plus tard: ¢’est le stade cryptozoite.

Cycle érythrocytaire:

Les mérozoites issus de la phase hépatique, présents dans la circulation sanguine, envahissent
les globules rouges. Dans ces derniers, les mérozoites se développent d’abord en anneau (ring) puis
en trophozoites. Pendant ce stade, une intense activité métabolique (approvisionnement en acides
aminées, synthese nucléique et protéique) se developpe ; le parasite peut degrader jusqu'a 75%

d'’hémoglobine de la cellule héte pour se nourrir et former le pigment malarique. Au bout d'une

o



trentaine d'heures apres l'invasion, le parasite est prét a commencer sa division nucléaire : c'est la
schizogonie érythrocytaire. L'éclatement des schizontes mars libére dans le sang des mérozoites et
des déchets métaboliques (pigments et débris cellulaires pyrogenes responsables des acceés de fievre).
Ceci s’accompagne également d’un relargage des antigénes parasitaires dans le sang. Cette nouvelle
géneration de mérozoites réinfecte rapidement les érythrocytes. La phase érythrocytaire qui dure
environ 48 heures induit un spectre de symptdémes chez I’homme responsable de la morbidité et de la
mortalité associés a 1’infection.

Aprés quelques cycles érythrocytaires, des gametocytes se différencient en gamétocytes males et
femelles, lesquels ne pourront poursuivre leur évolution que chez le moustique. Ils restent vivants

une vingtaine de jours chez I'nGte humain puis disparaissent.
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Figure 5: Cycle évolutif du Plasmodium Spp. [43]

V. Physiopathologie du paludisme

La symptomatologie d’une infection a Plasmodium est le reflet d’un ensemble des processus
physiologiques influencé a la fois par le parasite et ’hote. Elle peut étre classée en deux grandes

catégories : les acces palustres simples et les formes graves.
A. Paludisme simple

L’acceés palustre simple se développe en trois phases : la phase d’incubation, la phase
d’invasion et la phase d’état.
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Les symptdmes apparaissent en général entre 10 et 15 jours apres la piglre infectante du
moustique : c’est la phase d’incubation. Le pigment malarique se comporte comme une substance
pyrogene, responsable de la fievre [44]. La durée de la phase d’incubation est sous I’influence de
plusieurs facteurs tels que 1’espéce parasitaire, le statut immunitaire de 1’h6te, et probablement de la
densité parasitaire. Une immunité efficace peut prolonger cette phase et réduire les taux de
parasitémie et les niveaux des manifestations cliniques. D’autres facteurs peuvent également étre
impliqués dans ce prolongement: la résidence en zone d’endémie palustre [45, 46], la grossesse et la
coinfection avec le VIH [47], I’utilisation des médicaments antipaludiques.

Les premiers symptomes du paludisme communs a toutes les especes ne sont pas spécifiques
et donnent 1’aspect d’un syndrome pseudo grippal. Le signe le plus observé est la fiévre.
Généralement, la fiévre est d’abord irréguliére, puis elle tend a devenir périodique au bout de quelques
jours, se synchronisant a 1I’éclatement des globules rouges pour les espéces P. vivax et P. ovale [47].
Lorsque la fievre diminue, le patient ressent une fraicheur typique qui est caractérisée par un début
soudain, avec des sensations des frissons. En raison d’un phénoméne de vasoconstriction intense, la
peau est seche, pale et cyanosée [47]. Pendant ce stade initial qui dure habituellement 10 a 30 minutes
et tres rarement 90 minutes, la température augmente et atteint un pic (39 a41°C). Les frissons cessent
enfin et le second stade ou phase d’invasion débute. La peau devient chaude et séche et le patient
ressent de la chaleur. La température peut atteindre de fortes valeurs. Les vomissements sont
fréquents durant ce stade et parfois la diarrhée, les céphalées, des signes de déshydratation et parfois
une altération de 1’état de conscience. Chez les enfants une convulsion peut survenir.

La troisieme phase qui est la phase d’état commence au bout de 2 a 6 heures. Elle se manifeste
par des sueurs profuses soudaines. La température chute rapidement et le patient éprouve une
sensation de bien-étre. Le stade de sueur dure 2 a 3 heures et ’accés palustre tout entier commence
fréquemment en fin d’apreés-midi ou en soirée et dure 6 a 10 heures.

L’examen clinique révele une splénomégalie présente au cours de I’acces et plus généralement
observée deux semaines aprés 1’accés. Une hépatomégalie peut également étre présente, d’autres
signes non spécifiques peuvent aussi étre présents (hypotension, tachycardie, ictéere). Dans les
infections a P. malariae, I’cedéme et I’ascite peuvent se voir accompagnés d’une protéinurie massive
pouvant occasionner un syndrome néphrotique. Pour P. knowlesi, les manifestations cliniques sont
presque identiques a celles de P. falciparum et P. vivax [48].

Les analyses para cliniques peuvent montrer une légére anémie normocytaire, normochrome
chez des individus antérieurement sains.

Le taux de réticulocytes est normal ou bas malgré I’hémolyse. L haptoglobine sérique peut
étre présente et le degré d’anémie peut varier. Le taux de globule blanc est souvent normal mais une

leucopénie peut étre observée. La thrombopénie est souvent fréquente et peut étre corrélée avec la




gravité. Les transaminases sériques et la lactate déshydrogénase (LDH) sont modérément élevées,
ainsi que le taux de bilirubine qu’elle soit conjuguée ou pas. Le temps de prothrombine peut étre
allongé de méme que les taux de fibrinogene.

La protéine C-réactive (CRP) ainsi que le taux de prolactine sont généeralement élevés aussi
bien dans le paludisme grave que dans le paludisme simple, et leurs valeurs sont en corrélation avec
la parasitémie et le pronostic [49]

Pour P. falciparum, I’examen des frottis sanguin révéle surtout la présence de trophozoites
jeunes, souvent nombreux, avec des infections multiples d’un méme globule rouge. Les trophozoites
agés et les schizontes sont rarement observeés, leur présence est un indicateur de tres grosses infections
et de mauvais pronostic. La présence de gamétocytes est généralement observée au début de la
deuxieme semaine apres ’infection et peut persister quelques semaines apres traitement. Pour P.

vivax et P. ovale toutes les formes peuvent se voir a ’examen des frottis sanguin.
B. Paludisme grave

Les formes graves du paludisme a P. falciparum relévent d’un ensemble de symptomes
cliniques et biologiques affectant de nombreux organes, témoins des bouleversements fonctionnels
systémiques qui résultent de l'infection héte-parasite. L’OMS a défini des critéres cliniques et
biologiques de gravité (OMS, 2013). Les principaux syndromes associeés a la mortalité due au
paludisme sont I’anémie sévére palustre, et les atteintes neurologiques (Tableaul) [50]. Une
Hyperlactatémie et une hypoglycémie associées a la présence de P. falciparum sont souvent
observées [50].

Chez I’adulte, on observe souvent des insuffisances rénales, des manifestations respiratoires
ou polyviscerales [51].

Le diagnostic et le traitement tardifs du paludisme a P. falciparum sont souvent les principales
causes du paludisme grave.

Les infections a P. vivax et P. ovale bien qu’étant rarement compliquées, il a cependant été

mis en évidence des complications sérieuses et fatales avec P. vivax [52, 53].




Tableau 1: Critére cliniques de gravité du paludisme a P. falciparum (OMS, 2013).

Clinique du paludisme grave

Troubles de la conscience (score de Glasgow <15 et >9)
Prostration (incapacité a s’asseoir, de se tenir debout ou de marcher sans assistance)
Convulsions répétées (plus de deux épisodes en 24 h)
(Edéme pulmonaire aigu et syndrome de détresse respiratoire aigu
Collapsus circulatoire ou choc (TAS <80 mm Hg chez I’adulte et <50 mm Hg chez |’enfant)
Lésion rénale aigué
o Anomalies hémorragiques
Résultats de laboratoire et autres observations

O O O O O O

o Hypoglycémie (< 2,2 mmol/l ou < 40 mg/dl)
o Acidose métabolique (bicarbonate plasmatique < 15 mmol/I)
o Anémie normocytaire grave (Hb <5 g/dl, Ht < 15% chez I’enfant ; Hb < 7g/dlI,
Ht <20% chez I’adulte)
o Hémoglobinurie
o Insuffisance rénale (adulte : diurése < 400 ml/24h. ou créatinine sérique > 265 umol/l)
o Hyperlactatémie (lactate > 5 mmol/l)

C. Infection Asymptomatique

Il est admis que les personnes vivant en zone d’endémie palustre sont porteuses
asymptomatiques du Plasmodium. Le portage asymptomatique est 1’absence de symptomes cliniques
apparents malgré la circulation de parasites dans le sang. Le contact antérieur de 1’individu avec le
parasite influence ce silence physiopathologique. Toutes les études montrent qu’il est variable selon
le niveau de transmission de la région et est le plus souvent observé chez les adultes [54-56]. La
charge parasitaire varie d’un individu a l’autre. L’infection asymptomatique a Plasmodium
falciparum est souvent interprétée comme le reflet de 1’état de prémunition [57]. En effet apres
plusieurs années d’infections répétées, 1’hote du Plasmodium peut acquérir une prémunition [58]. La
réponse a I’infection palustre est trés variable entre des individus vivants dans les mémes zones
endémiques. Dans les régions a forte transmission, la proportion d’enfants porteurs de parasites a
Plasmodium falciparum sans aucun symptéme est souvent élevée [59]: on parle d’immunité clinique,
se caractérisant soit par I’absence de manifestations des effets délétéres du parasite sur la
physiopathologie de la personne infectée ou soit par une immunité antiparasitaire caractérisée par
I’adaptation du systéme immunitaire des personnes porteuses au parasite et qui maintient la

parasitémie a un niveau bas.




VI. Marqueurs de virulence de Plasmodium spp.

La virulence peut étre définie comme étant la capacité d’un germe infectieux a se développer
dans un organisme et d’y provoquer une pathologie. Dans notre cas, c’est donc la capacité du
Plasmodium spp a infecter ’Homme et a induire ensuite une pathologie. La présentation clinique de
I’infection plasmodiale causée par Plasmodium spp. va de I’infection asymptomatique a 1’infection
fébrile aigu€ modérée a ’infection grave et compliquée avec insuffisance organique. Bien que les
facteurs contribuant a ce large spectre de symptémes n‘aient pas encore été bien caractérises, certains
auteurs pensent que la virulence parasitaire est un facteur contributeur important [60, 61]. De ce fait,
il serait donc nécessaire de déterminer les souches de Plasmodium responsables ou pas de la
symptomatologie clinique. Pour ainsi mettre en évidence ces différentes souches et en déterminer le
lien avec la virulence du parasite, plusieurs études ont été menées sur certains génes tels que : mspl,
msp2, amal, Pfmp1l etc. Or, un lien clair entre ces genes et la symptomatologie clinique n’a pas encore
été établi. C’est dans cette optique que nous nous sommes proposé d’étudier le role des génes msp1l,

msp2 et amal dans la virulence de différentes especes plasmodiales.
A. Merozoite Surface Protein 1

La protéine de surface du Mérozoite de Plasmodium est présente chez toutes les especes
plasmodiales.

Parmi les antigenes du stade érythrocytaire de Plasmodium étudiés, MSP1 est 1’un des candidats
vaccins antipaludique les mieux caractérisés. C’est un antigéne trés abondant et trés polymorphe, qui
a fait I'objet de nombreuses études [62-64].

Le gene Merozoite surface protein-1 (msp-1) situé sur le chromosome 9 de P. falciparum [65]
peut étre divisée en 17 blocs plus ou moins conservés entre les souches de P. falciparum [66]. Le bloc
2 constitue une exception au dimorphisme car en plus des familles alléliques K1 et Mad20, est
fréquemment trouvee dans ce bloc une troisieme famille d’alleles nommée RO33 (Figure 4). Les
tailles de fragments des familles alléliques retrouvées dans le bloc2 du géne msp-1 varient
considérablement, laissant paraitre un important polymorphe de longueur de taille de fragment[67].
Ce gene code pour la synthése d’une protéine méerozoitique de surface de grande taille (185-200 KDa)
fortement impliquée dans l'invasion de I'érythrocyte. Le géne Merozoite Surface Protein 1 (mspl) est
I’'un des marqueurs les plus couramment utilisé dans les études liées a la diversité genétique de P.
falciparum en raison de son polymorphisme élevé. Certaines études ont montré qu’il existerait des
génotypes plus ou moins virulents, en raison de leur prédominance dans les cas de paludisme grave
ou asymptomatiques [68, 69]. Amodu et al. ont montré que la présence des variants alléliques des

familles K1 et Mad20 était associée a un risque moins élevé de développer un paludisme chez les




patients asymptomatiques [70]. Une autre étude a également montré que le nombre d’all¢le de mspl
augmenterait avec la gravité de la maladie, suggérant une association entre la diversité génétique du
Plasmodium et la sévérité du paludisme [71]. Mais malgré toutes ces études, un lien clair entre la
diversité génétique de msp-1 et la virulence du parasite n’a pas encore été fermement établi. D’ou la

nécessité de caractériser la virulence de Plasmodium en utilisant ce marqueur.
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Figure 6: Représentation Schématique du gene msp-1 de P. falciparum montrant les 17 domaines [72]

B. Merozoite Surface Protein 2

Le gene Merozoite surface Protein-2 (Msp-2) s'est avéré étre un marqueur utile pour la
différenciation des souches de Plasmodium [73, 74]. Msp-2 est impliqué dans l'invasion des globules
rouges, car il a été démontré que les anticorps anti-msp2 inhibent I'invasion par les mérozoites et la
croissance des parasites [75, 76]. Les peptides synthétiques de msp2 se lient avec une grande affinité
aux globules rouges et peuvent également inhiber I’invasion érythrocytaire par le parasite. De méme
MSP2 a été identifié en tant que cible de I'immunité clinique acquise naturellement, et utilisé comme
antigene candidat vaccin contre le paludisme [76-79]. Le géne msp-2 est exceptionnellement
intéressant en tant que marqueur de virulence parasitaire, étant donné son pouvoir pathogene, sa
diversite génétique, et son degré élevé de polymorphisme de longueur de taille et de séquence. En
effet, le géne Merozoite surface Protein 2 (msp-2), present sur le chromosome 2, a éte isolé et
séquencé a partir de plusieurs souches de P. falciparum [80-82]. Ce géne, trés polymorphe, code pour
la synthése d’une protéine du méme nom située a la surface du mérozoites [83]. Il présente une
structure en 5 blocs de sequences (figure 8) comportant 345 résidus acides aminés [84]. Les blocs 1,
2, 4 et 5 du gene possedent une structure stable tandis que le bloc 3 comporte une région variable

dimorphique pouvant étre classée entre deux familles alléliques sur la base des séquences qui sont :




la famille Indochina 1 IC1 (ou 3D7) caracterisée par une courte séquence (glycine-serine-alanine)
répétée de 4 a 8 résidus acides aminés.

La famille FC27 pauvre en glycine-serine-alanine contient une ou plusieurs copies répétées d’une
séquence de 32 acides aminés [84]. Jusqu’en 2018, la plupart des études réalisees avec msp-2 n’ont
utilisé que le dimorphisme allélique de ce géne et la variation de taille comme marqueurs pour
génotyper la virulence du parasite sur la base de la PCR, suivie d’une électrophorése sur gel classique
ou d’une ¢électrophorese capillaire a haute résolution pour analyser la taille des fragments. Ces études
n’ont établi aucune relation concluante avec la virulence. Certaines de ces études ont montré des
résultats mitigés avec les familles FC27 et 3D7, décrites de maniere différente comme des souches
virulentes et le lien entre la virulence et une famille allélique particuliere variait également d'une
région a une autre [85, 86]. Par ailleurs, plusieurs études n'ont pas permis de mettre en évidence
I'association entre des alléles particuliers et la gravité de la maladie [87-89]. Mais une étude récente
basée sur le séquencage des blocs 2, 3 et 4 du gene msp2 chez des enfants ayant un paludisme grave,
modéré et cérébrale a montré qu’il pourrait y avoir un lien entre la virulence et certains alléles du
géne msp-2. En effet cette étude a identifié deux alléles msp2-FC27-bloc 2-8N et 3D7-bloc 4-17K qui
semblent étre des marqueurs de virulence du parasite et vraisemblablement utile pour déterminer la
probabilité d'un paludisme grave et cérébral. Mais leurs interactions avec des facteurs hotes restent a

explorer [61].

Bloc 1 x E

Figure 7: Diagramme Schématique du géne msp-2 illustrant les bloc 1 a 5 [90]

C. Apical Membrane Antigen 1

La protéine AMAL (Apical membrane Antigen) est une protéine membranaire présente dans
toutes les espéces de Plasmodium, elle est probablement commune a tous les parasites de la famille
des Apicomplexa. AMAL a une structure conservée de type | variant entre 556 a 563 acides aminés
dans la plupart des especes de Plasmodium. La proteine PFAMAL (Plasmodium falciparum apical
membrane Antigen 1) est synthétisée sous forme d’un précurseur de 83KDa (PFAMA183) qui est
converti en PFAMA1 66 dans les micronémes avant d’étre relocalisé a la surface du mérozoite [91].
L’expression de PFAMA1 est maximale au stade schizonte mature. L’ectodomaine exposé de
PfAMAL contient 16 résidus de cystéines qui sont conserves dans toutes les sequences connues

d’AMAL1. La protéine se subdivise en trois domaines (DI, DII, DIII) sur la base des ponts disulfures




[92] et de sa structure cristalline. La protéine AMAL de Plasmodium falciparum présente de

nombreux polymorphismes dans ses trois domaines [93].

Des études recentes de knock-down [94] et de knock-out [95] sur AMAL chez Toxoplasma
gondii et Plasmodium berghei ont révélé qu’AMAL jouerait un role essentiel dans le processus
d’invasion. Cependant, AMAL de Plasmodium falciparum ne peut étre supprimé par knockout [96,
97] par contre des études de knockdown et autres sur des tests d’inhibition de 1’invasion chez
PfAMAI suggérent fortement que PFAMAL serait essentielle dans le processus d’invasion. Etant
donné que cette protéine est impliquée dans I’invasion des érythrocytes, il serait donc pertinent

d’étudier le rdle du géne codant pour celle-ci dans la virulence du parasite.
D. Autres marqueurs

D’autres marqueurs tels que ; PFEMP1, MSP3, Eba 175 pourraient jouer un role important

dans la virulence et le polymorphisme de Plasmodium spp.

Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 (PfEMPL1) est une des protéines
majoritaires des VSA, considérée comme le facteur de virulence majeur de Plasmodium falciparum,
insérée dans les protubérances des knobs (modification de la surface du globule rouge a I’origine de
protubérances de 100pm apres invasion) a la surface du globule rouge parasité [98, 99]. Cette famille
de polypeptides présente un intérét majeur dans la physiopathologie de I’accés grave puisqu’elle est
directement impliquée dans les phénoménes de séquestration parasitaire par interaction avec des

récepteurs de 1’hote a la surface des cellules endothéliales [100].

PFEMP1 est un polypeptide parasitaire de haut poids moléculaire (200 a 400 kDa), sensible &
la digestion trypsique, qui est inséré dans la membrane du globule rouge parasité. Sa structure typique
est composée de 4 parties distinctes: un segment N terminal extracellulaire variable (NTS), une région
de domaines protéiques variables qui interagit avec les récepteurs cellulaires, un domaine
transmembranaire (TM) et un segment C terminal intracellulaire conservé (ATS) qui interagit avec
la protéine KAHRP intra cytoplasmique [100]

La région variable de PfEMP1 est composée d’une succession de domaines Duffy Binding-Like
(DBL) entre lesquels sont intercalés des domaines Cysteine-Rich Interdomain Regions (CIDR) et
d’un domaine C2.

MSP-3 (Merozoite Surface Protein-3) : la MSP3 est une protéine de 48KDa exprimée chez le
schizonte mature. Elle est localisée au niveau de la vacuole parasitophore et a la surface du mérozoite.
Sa fonction n'est pas connue. La portion N-terminale est polymorphique et contient une répétition
d'heptades, indiquant une structure en spirale. La portion C- terminale est acide, riche en leucine et

se présente sous forme de dimeéres. La MSP3 a été identifiée suite aux études de l'immunité

a




naturellement acquise par le transfert d'lgG. Ces IgG agissent par l'intermédiaire de monocytes,
réalisant le mécanisme de I'ADCI (Antibody Dependent Cell Immunity). La recherche de la cible de
I'’ADCI a permis d'identifier une protéine bien conservée, la MSP3[101].

EBAL75 est une protéine de P. falciparum de 175 kDa, située dans le micronéme a I’extrémité
apicale des mérozoites, qui se lie aux résidus d’acide sialique sur la glycophorine A pour négocier
I’entrée dans 1’érythrocyte [102]. Le domaine de liaison aux récepteurs de ’EBA175 a été localisé a
I’extrémité N-terminale, un domaine riche en cystéine, la région RII ; hautement conservée elle serait
un candidat vaccinal [103-105]. Elle se compose de deux régions : F1 et F2, riches en cystéine. F1 et
F2 sont homologues a la protéine de liaison Duffy de P. vivax et sont donc appelés les domaines
Duffy binding-like (DBL) [106]. Les domaines DBL (F1 et F2) sont propres aux Plasmodium et
constituent donc une bonne cible thérapeutique [107]. La région F2 est plus particulierement
concernée par la liaison aux récepteurs glycophorine A [103]. La présence d’un ou deux domaines
DBL dans la région C-terminale riche en cystéine (régionVI) et un domaine transmembranaire-like
de type I définissent EBA-175 en tant que membre de la super famille EBL (erythrocyte binding-like)
[106].
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PARTIE 2 : Paludisme au Gabon
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. Epidémiologie
Le Gabon est un pays d’Afrique Centrale situé en zone équatoriale, sa population est estimée

a 2119000 habitants, il est limité a 1’ouest par I’Océan Atlantique, a I'est, au sud-est et au sud par la

République du Congo, au nord-ouest par la Guinée équatoriale et au nord par le Cameroun.
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Figure 8: Carte du Gabon (source : http://www.afrique-planete.com/images/carte/carte_gabon.gif)

Le climat chaud et humide du Gabon est favorable au développement de 1’anophele. C’est une
zone ou la transmission est encore hyper-endémique [108]. En effet le rapport OMS, 2020 estime a
797 278, le nombre de cas de paludisme pour tout age recensé au Gabon en 2019 et a 591 le nombre
de déces liés au paludisme au Gabon [1]. P. falciparum est I’espéce parasitaire prédominante au
Gabon, suivie de Plasmodium malariae [15]. Les mesures de lutte contre le paludisme mises en place
depuis ces derniéres années par le programme national de lutte contre le paludisme (PNLP) ont
entrainé une baisse du paludisme et un recul de 1’age moyen chez I’enfant fébrile en milieu urbain
[109]. A Franceville chef-lieu de province du Haut- Ogooué (zone urbaine) la prévalence de
I’infection plasmodiale a été estimée a 21,2% [11] en ne ciblant que des patients symptomatiques. A
Lastoursville, zone rurale, la prévalence de I’infection plasmodiale a été estimée a 77,3% chez les
enfants fébriles [110]. Une étude rétrospective réalisée a Makokou, zone semi-urbaine située dans la
province de 1’Ogooué-lvindo, montre que la prévalence du paludisme chez les enfants fébriles

consultant en pediatrie était haute contrairement a ce que I’on observe en milieu urbain [111].
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Cependant, I’infection plasmodiale chez les enfants asymptomatiques au Gabon reste trés
faible en milieu urbain avec des prévalences de moins de 10%. En milieu rural, la prévalence de

I’infection a Plasmodium falciparum demeure élevée [15].

1. Marqueurs de virulence au Gabon

Le lien entre la virulence de Plasmodium et les marqueurs de virulence étudiés au Gabon n’est
pas clairement établi. Cependant, des études sur le polymorphisme génétique de P. falciparum ont
permis de décrire la diversité génétique de ce parasite dans différentes régions au Gabon, aussi bien
chez les patients présentant un paludisme simple a sévere que chez les enfants asymptomatiques [71,
112, 113].

Ces études basées sur I’amplification des génes msp-1 et msp-2 avaient pour objectif de
caractériser le profil génétique des isolats de Plasmodium dans le but ultime d’une possible
¢limination du paludisme. L’étude de msp-1 montre une grande diversité allélique de ce gene, qui
serait compatible avec le niveau élevé de transmission du paludisme au niveau de Libreville [71].
Cette diversité génétique de P. falciparum est trés variable d’une région a une autre, car a Franceville,
une faible diversité a été decrite en comparaison avec Libreville [71, 113]. De plus une prédominance
de I’allele K1 a été signalée au niveau du Gabon [112, 113]. Certaines études montrent que RO33
était faiblement polymorphe au niveau du Gabon, mais une étude menée par William et al décrit10
alleles différents de RO33 [71, 112, 114]. Certains auteurs ont suggéré que la diversité allélique de
Mad20 augmenterait avec la sévérité de la maladie [71]. Quant a la diversité allélique de msp-2, la

famille allélique prédominante est la 3D7 [112].

Plusieurs études ont également montré que les infections multi clonales pouvaient varier en
fonction de 1’état clinique de I’individu (symptomatique ou asymptomatique) [71, 115]. Cependant,
ces études ont été pour la plupart réalisées sur P. falciparum en utilisant comme outils la PCR et les
analyses immunologiques. D’ou la nécessité de réaliser une étude prenant en compte les especes
plasmodiales prédominantes chez les patients symptomatiques et asymptomatiques, en milieu urbain
et rurale ; tout en séquencant les différents genes impliqués dans I’invasion des globules rouges par
Plasmodium spp. Une telle approche pourrait aider a mieux expliquer la variation génétique présente
chez les différentes souches de Plasmodium au Gabon, plus précisement dans le Sud-Est, et aussi a

établir un lien entre la virulence et la souche ou 1I’espéce plasmodiale en cause.




PARTIE 3 : Objectifs




I. Objectif géneral

L’objectif principal de cette étude était de déterminer 1’espéce ou la lignée plasmodiale la plus
apte a induire la symptomatologie palustre en fonction du contexte socio-économique dans le sud-est
et le Nord-Est du Gabon.

I1. Objectifs spécifiques
Les objectifs secondaires de ce travail étaient les suivants :

- Déterminer la prévalence en infection plasmodiale microscopique chez les
asymptomatiques et les symptomatiques entre les différents sites : urbain, semi urbain et
rural;

- Déterminer la prévalence des différentes espéces plasmodiales en diagnostic moléculaire
chez les asymptomatiques et les symptomatiques entre les différents sites

- Déterminer la prévalence des coinfections plasmodiales chez les asymptomatiques et les
symptomatiques entre les différents sites

- Comparer les facteurs de virulence msp (let 2) et AMAL des différentes espéces
plasmodiales en fonction de la symptomatologie et de la localité.

- Etudier la diversité génétique et la différenciation génétiques des populations parasitaires

en fonction des localités et du statut clinique




PARTIE 4 : Matériel et Méthodes




I. Caracteéristiques de I’étude

A. Type, sites et période de ’étude

I1 s’agit d’une étude épidémiologique transversale descriptive dont la période d’étude s’est
étendue du 01 octobre 2016 au 25 juillet 2021
Les prélevements sanguins pour les patients symptomatiques ont été réalisés sur des enfants regus en
consultation dans les centres de santé de 3 localités situées au Sud-est du Gabon : Franceville (HASG)
représentant la zone urbaine, Makokou (Centre hospitalier régional Omar Bongo Ondimba de
Makokou) pour la zone semi-urbaine, Lastoursville (Centre Médical) pour la zone rurale. Quant aux
enfants asymptomatiques, leurs prélevements ont été réalisés dans les écoles d’Ombélé pour
Franceville, Notre Dame De Victoire A pour Makokou et au sein des différents villages inclus dans
I’étude (Lastoursville).

Le diagnostic microscopique et immunochromatographique (TDR) de I’infection plasmodiale
a ¢été réalisé sur les sites de récoltes d’échantillons tandis que les analyses moléculaires ont été
réalisées au Centre Interdisciplinaire de Recherches Médicales de Franceville. La carte ci-dessous
présente la localisation des différents sites de récolte des échantillons.

——

= Makokou

Libreville

Lambaréné

= Koula-Moutou
* Fougamou
= lastourville

= Francelille

= Mouila

Figure 9: Différents sites de récolte des échantillons
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B. Population concernée par I’étude

Les sujets inclus dans cette étude etaient des enfants agés de 6 mois a 15 ans, présentant un

syndrome febrile ou non, recrutés dans les sites mentionnés ci-dessus.
C. Criteres d’inclusion et de non inclusion

L’¢étude a porté sur des patients développant des symptomes liés au paludisme, ainsi que des
enfants asymptomatiques. Pour les patients fébriles, les critéres d’inclusion étaient les suivants :

- Consulter au service de pédiatrie externe pendant la période de 1’étude ;

- Avoir une température corporelle supérieure ou égale a 37,5°C ou une histoire de fievre durant les
24 heures précédents ;

- Etre &4gé de 6 2 180 mois ;

- Avoir un test diagnostique rapide (TDR) positif, et présenter au moins un critere spécifique au
paludisme selon les recommandations de I’OMS (notamment la fievre).

Pour les asymptomatiques, les individus ne devaient présenter aucun signe de fievre durant les 7 jours
précedant le prélevement. Pour les mineurs le consentement éclairé a été signé par un tuteur. Les

enfants dont les tuteurs n’ont pas donné leur consentement n’ont pas été inclus dans 1’étude.

I1. Analyses biologiques

A. Diagnostic de |’infection
a. Prélevements sanguins

Le prélévement sanguin a été réalisé au pli du coude dans un tube contenant de ’EDTA ou par piqure
franche au bout du doigt (pulpe du doigt). Aprés réalisation des différents tests de diagnostics du
paludisme, les prélévements ont été séparés par centrifugation a 1500 tours/ minutes afin d’obtenir le
culot globulaire et le plasma. Les culots globulaires ont été transférés dans des tubes Eppendorff puis
conserveés a -20°C, pour ’extraction de d’ADN. Les plasmas quant a eux ont été transférés dans des

cryotubes, puis conservés a -80°C pour des analyses bactériologiques et immunologiques ultérieures.

Le diagnostic du paludisme a été réalisé par la technique de la Goutte épaisse, le test de diagnostic
rapide du paludisme (TDR, kit optimal-It), et par analyse moléculaire des différentes especes

plasmodiales.




b. Immunochromatographie : TDR

Le test de diagnostic rapide du paludisme (TDR), est un test immuno-chromatographique qui
utilise des anticorps monoclonaux dirigés contre la lactate déshydrogénase spécifique a P. falciparum
(pfLDH) et une LDH commune aux especes de Plasmodium (pan-LDH) [116, 117]. Ce test contient
un dispositif prét a I’emploi, constitu¢ d’une cassette (contenant deux puits, puits lavage et puis
conjugué) et d’une bandelette. La réalisation de celui-ci consiste a mettre une goutte de tampon dans
le premier puits (puits conjugué), 4 gouttes dans le deuxiéme puits (puits lavage), qu’on laisse reposer
1 minute. Le sang (10 ul) du tube de prélévement est ensuite prélevé a I’aide de la pipette et est déposé
dans le premier puits, apres homogénéisation, le produit a été laissé au repos pendant 1 minute, puis,
le support de la bandelette a été retiré et I’extrémité de la bandelette été mise dans le puits conjugué.
Aprés 10 minutes d’incubation, la bandelette a ensuite été transférée dans le puits-lavage, et a été a
nouveau incubée pendant 10 minutes. Une fois le lavage terminé, la bandelette est mise dans la piéce
plastique transparente pour effectuer la lecture. Le test est validé lorsque la bande contrdle apparait

et ’interprétation est fonction du nombre de bande qui apparait sur la bandelette (voir Figure 10).

-DlaMed OptiMAL-IT

Plasmachium Sp.
[P, wivax /P ovala/P. malarias)

IE = 15.:“;_7_7____._ Malaria (—EI
{1 L .

Plasmaodium falziparum

+/- (P. vivax/P. ovale/P. malaripa}

Figure 10: Représentation schématique de la réalisation d'un TDR (kit-OPTIMAL-IT).

(1) -identification de bandelette, (2) - remplissage des puits avec le tampon de lyse, (3) -prélevement sanguin a la pulpe du doigt, (4) -
dépdt du sang dans le tampon, (5) -homogénéisation et lyse, (6) - migration chromatographique (10 minutes) (7) - lavage 10 minutes,

(8) mise de la bandelette dans la piece plastique, (9) - interprétation des résultats.




C. Microscopie : goutte épaisse

La goutte épaisse permet la mise en évidence des parasites dans le sang mais aussi leur
quantification. Elle a éte réalisée selon la méthode de Lambaréné [118] qui consiste a étaler sur une
lame porte-objet propre et dégraissée 10ul de sang sur une surface de 18x10 mm. Apres étalement,
la lame est séchée puis colorée pendant 25 minutes au Giemsa a 20%. La lame est ensuite lue au
microscope optique a I’objectif X100 en utilisant de 1’huile a immersion. La parasitémie a été
déterminée en nombre de formes asexuées de Plasmodium et calculée en utilisant la formule suivante
: Parasitémie = X x 500 parasites / ul de sang.

X= moyenne de parasites obtenus a partir de 10 champs microscopiques, 500 = facteur correcteur

(varie en fonction du microscope).

d.  ANALYSES MOLECULAIRES

» Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN par le kit Blood DNA E.Z.N.A® est basée sur la chromatographie
d’affinité, elle consiste a mélanger, 250uL du culot globulaire, 25uL. d’OB protéase (20mg/ml),
250uL de tampon de lyse (BL) dans un tube Eppendorff. Le mélange est incubé a 65°C pendant 10
minutes au minimum (on homogénéise toutes les 3 minutes). A la fin de I’incubation, 260uL
d’éthanol absolu sont ajoutés, puis le mélange est homogénéisé. Une colonne d’extraction est ensuite
équilibrée avec 100uL de tampon d’équilibration pendant 4 minutes a température ambiante et
centrifugée brievement pendant 20 secondes. Le lysat est transféré dans la colonne puis centrifugé
pendant une minute & 10000g. La colonne est transférée dans un nouveau tube collecteur et 500uL de
tampon HB sont ajoutés puis centrifugée pendant 1 minute a 10000g. Apres centrifugation, la colonne
est a nouveau transférée sur un tube collecteur et lavée deux fois avec 700uL. de DNA Wash buffer
reconstitué¢ avec de 1’éthanol a 70%. Elle est ensuite centrifugée pendant une minute a 10000g, puis
séchée par centrifugation pendant 2 minutes a 13000g. La colonne est ensuite placée dans un tube
Eppendorff stérile de 1,5ml. Pour I’élution de I’ADN, 90uL d’eau distillé préchauffée a 65°C, ont été
déposé sur la colonne, que 1’on laisse reposer 5 minutes a température ambiante. La colonne est
ensuite centrifugée pendant une minute a10000g, pour 1’élution de I’ADN, 1’¢lution est répétée une

seconde fois. L’ADN recueilli dans le tube Eppendorff est conservé a -20°C.
» Amplification pour le diagnostic moléculaire d’espéces

C’est une technique de réplication in vitro qui permet a 1’aide d’amorces spécifiques

d’amplifier un fragment d’ADN extrait. Pour le diagnostic moléculaire, nous avons utilisé la méthode




de Snounou [119, 120]. Les différentes étapes de la PCR, ainsi que les différents couples d’amorces

sont consignées dans les tableaux 2 et 3 ci-dessous :

Tableau 2: Séquences des amorces utilisées pour le diagnostic moléculaires et tailles des bandes attendues.

Tailles attendues

Espéces Amorces Séquences des amorces (5°-3”) (pb)

Plasmodium spp. rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 1100
rPLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG

P. falciparum rFAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACC AAATATATT 205
rFAL2 ACACAATGAACTCAATCATGA CTACCCGTC

P. vivax rvVivi CGCTTCTAGCTTAATCCACAT AACTGATAC 120
rvVIv2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGA AAGTCCTTA

P. ovale rOVAl ATCTCTTTTGCTATTTTTTAG TATTGGAGA 800
rOVA GGAAAAGGACACATTAATTGT ATCCTAGTG

P. malariae rMAL1 ATAACATAGTTGTACGTTAAG AATAACCGC 144
rMAL2 AAAATTCCCATGCATAAAAAA TTATACAAA

Tableau 3: Programmes PCR utilisés

Réaction Conditions de PCR

PCR1 (P. falciparum, P. vivax, et  Dénaturation : 95°C pendant Sminutes, et 94°C pendantl min, hybridation a
P. malariae) 60°C pendant 2 min, et extension a 72°C pendant 2 min (30 cycles)

Dénaturation : 95°C pendant 5minutes et 94°C pendant 30 s, hybridation a

PCR1 (P. ovale) 45°C pendant 30 s, et extension a 72°C pendant 1 min 30 s (30 cycles)

Nested -PCR (P. falciparum, P. Dénaturation : 95°C pendant 5minutes et 94°C pendant 1 min, hybridation a
vivax, et P. malariae) 55°C pendant 2 min, et extension & 72°C pendant 2 min (30 cycles)

Dénaturation : 95°C pendant 5minutes et 94°C pendant 30 s, hybridation a

Nested- PCR (P. ovale) 45°C pendant 30 s, et extension a 72°C pendant 1 min 30 s (45 cycles)

Le milieu réactionnel contient : 0,024U de Taqg polymérase, du tampon 10X (composition en
annexe), 1,5mM de Mgcl2, 0,2mM de dNTPs 0,8mM d’amorce direct et 0,8mM d’amorce reverse.
Cing microlitres (SuL) d’ADN extrait ont été rajouté au milieu réactionnel pour la PCR1. Pour la
deuxiéme PCR, le méme milieu réactionnel est utilisé, mais 1’on rajoute 2ul d’amplicons de la
premiére PCR. La réaction est effectuée dans un thermocycler Bio Rad® (Mercure de coanette,

France). Les fragments d’ADN amplifiés sont analysés par ¢lectrophorese sur gel d’agarose a 2%.

o




> Electrophorese

C’est une méthode qui permet de séparer différents fragments d’ADN en fonction de leurs
poids moléculaires. Du gel d’agarose a 2 % a été préparé dans un volume de 100mL de TAE 1X (voir
annexe) puis chauffé dans un four a micro-onde, pendant 5 minutes. Le GelRed (15uL) y est ajouté
comme colorant nucléaire. Ce mélange est mis dans la cuve a électrophorése avec un peigne et laissé
a polymériser environ 20 minutes a température ambiante. Apres polymérisation le gel est déposé
dans I’appareil a électrophorese, les échantillons y sont ensuite déposés en présence de bleu de charge
et la migration se fait dans du tampon TAE 1X pendant 45 minutes & 100V. La réveélation est faite sur
une table a UV (560nM)

B. Amplification et séquencage des genes de virulence

Les régions polymorphiques répétitives du bloc 2 du Merozoite surface protein-1 (msp-1), du
bloc 3 de Merozoite surface protein-2 (msp-2), ainsi que le géne AMA1 ont été amplifiées par PCR
pour étudier les traits de virulence chez P. falciparum, en utilisant les protocoles définis par différents
auteurs [121-124]. Le fragment 2 du gene Msp1 identifié comme étant le plus polymorphe, ainsi que
le gene AMAL ont également éte amplifié par PCR pour étudier la virulence chez Plasmodium
malariae, en utilisant les protocoles décrits par Lilian et collaborateurs, et Suttipat et collaborateurs
[125, 126]. Pour toutes ces analyses, une premiére PCR a été réalisée, suivie d’une Nested PCR, en
utilisant des amorces spécifiques pour chaque famille allélique. Les amorces utilisées ainsi que les
différents programmes de PCR sont consignés dans le tableau 4.

Les produits PCR obtenus aprés amplification ont été séquencés par la technique de Sanger
[127] aprés purification sur gel des bandes. La méthode de Sanger permet de déterminer 1I’ordre des

quatre nucléotides dans un brin d’ADN.




Tableau 4: Séquences des amorces et conditions de PCR pour I’amplification des génes de virulence.

Amorces (5°-3%)

Conditions de PCR

Pf.msp2 . . .
D (95° for 5min, 94°C forlmi), A (62°C for 1min 30s), Ex (72°C
PCR1 TGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTAT (F) for(2min) FEX (58°C for 10 %in) (30 cycles ) (
ATATGGCAAAAGATAAAACAAGTGTTGCTG (R) ' k
FC27 AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA(F) D (95° for 5min, 94°C forlmi), A (57°C for 1min 30s), Ex (72°C
for 2min), FEX (68°C for 10 min), 30 cycles
TTTTATTTGGTGCATTGCCAGAACTTGAAC (R)
PCR2
3p7/c SCAGAMAGTAAGCCTTCTACTGGTGCT(R) D (95° for 5min, 94°C forLmi), A (57°C for 1min 30s), Ex (72°C
for 2min), FEX (68°C for 10 min), 30 cycles
GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG(R)
Pmmspl ° ; ° ; ° ;
PCR1 CCATACTATTTAATTGCACTAAAG (F) EE(;"(“UCZIgfgr";”r‘T){i rﬁ (gg cccflggz min), Ex (72°C for 2 min),
ACACACATAAGCAGTTTTCAAAAAG (R) ! Y
PCR?2 AGGGAAATTGATAAATTAAATATTTC (F) D (94°C for 6 min), A (58°Cfor 2 min), Ex (72°C for 2 min),
-CTTTTCAAGATATTGCAATTTGGA (R) FEX (72°C for 5 min), 25cycles
Pfamal
PCR1 D (95° for 2min30s), A (51°C for 30s), Ex (68°C for 45s), FEX
CCGGATCCCCTTTGAGTTTACATATATG(F) (68°C for 5min), 30 cycles
AAATTCTTTCTAGGGCAAAC(R)
Pfamal o ; ° ° ;
PCR2 GGAACTCAATATAGACTTCC (F) (%gfg ff)orrsﬂ:]r;gg?ﬁ I(Ssl C for 30s), Ex (68°C for 5min), FEX
AAATTCTTTCTAGGGCAAAC(R) e
Pfmspl . . .
D (95° for 5min, 94°C for 1min), A (57°C for 1min 30s), Ex
PCR1 CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG (F) (72°C for 2min), FEX (68°C for 10 min), 30 cycles
CTTAAATAGTATTCTAATTCAAGTGGATCA(R)
K1 . . .
D (95° for 5 min, 94°C for 1 min), A (62°C for 1min 30s), Ex
GCTTGCATCAGCTGGAGGGCTTGCACCAGA(F) (72°C for 2 min), FEX (68°C for 10 min), 30 cycles
AAATGAAGAAGAAATTACTACAAAAGGTGC(R)
RO33 . . .
PCR2 A A A A A D (95° for 5min, 94°C forl min), A (62°Cfor 1min 30s), Ex
T GGATGGAGC TACTCAAGTTGTTG(F) (72°C for 2 min), FEX (68°C for 10min), 30 cycles
CAAGTAATTTTGAACTCTATGTTTTAAATCAGCGTA(R)
Mad20 . . .
D (95° for 5min, 94°C for 1min), A (68°C for 1min 30s), Ex
AAATGAAGGAACAAGTGGAACAGCTGTTAC(F) (72°C for 2 min), FEX (68°C for 10 min), 30 cycles
ATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATTACC(R)
Pmamal o ; ° ° ;
PCR1 TTACTTTTGAGCACTCAATATT (F) gégg f22r522i'2)30§%' CAC(|5£ C for 30s), Ex (72°C for 1 min), FEX
TCCATCAAAACGGGGGTAG (R) 199 Oy
Pmamal ° ; o ° ;
PCR?2 TGCTCTTATTAAAATTAGCATTA(F) D (95° for 2min30s), A (56°C for 30s), Ex (72°C for 1 min), FEX

TGTGAAGAAATTCCATCTGTTA(R)

(72°C for 5 min), 35 cycles

=




C. Numération formule sanguine

L’hémogramme ou Numération formule sanguine (NFS) est un examen sanguin qui permet
une évaluation quantitative et qualitative des éléments figurés du sang (érythrocytes, leucocytes,
thrombocytes). La NFS a été réalisée en utilisant un automate hématologique de marque COBAS
ABX (ROCHE), qui détermine le nombre de globules rouges, de globules blancs, de plaquettes,
I’hématocrite, le taux d’hémoglobine, ainsi que la formule leucocytaire. Sont également inclus le
calcul du VGM (volume globulaire moyen) et du CCMH (concentration corpusculaire moyenne des

hématies).

D. Analyses de données

Les données ont été analysées a I’aide des logiciels SPSS 2017 et R version RX64 3.5.0. Les
statistiques descriptives usuelles : proportions, moyennes et écart-type ont été utilisées dans les
tableaux de présentation des résultats. Le test 2, I’analyse de variance (Anova) pour les variables
ayant une distribution normale ont été appliqués et les tests de Mann-Whitney et K-Wallis ont été
utilisés pour les comparaisons non paramétriques. Pour les variables ayant un nombre inférieur a 5,
le test exact de Fischer a été appliqué. La normalité des variables dépendantes a été verifiée par
méthodes graphiques (graph box, histogramme). La valeur de P value a été considérée pour

significative lorsque P < 0,05.

Les isolats présentant plus d’un alléle ont été considérés comme multiclonaux. La multiplicité
d’infection (MOI) a été calculée en divisant le nombre total d’alléles détectés pour chaque gene par
le nombre total d’échantillons pour lesquels il y a eu amplification pour chacun des génes. Et la MOI
moyenne a été calculée en divisant le nombre d’isolat présentant plus d’un allele pour les deux genes

par le nombre d’isolat positifs aux deux genes.

La diversité génétique a été évaluée en calculant I’indice de diversité exprimé par
I’hétérozygotie attendue non biaisée de Nei (He) a partir de donnée haploides comme suit : He=:
He=[n/(n—1)] [(1 —pi)] (ou, n= nombre d’isolats échantillonnés, pi= la fréquence des alléles). La
differenciation génétique de la population parasitaire a éte évaluée avec le F statistique de Wright. Le
paramétres de génétiques des populations ont été analysés avec les logiciels FSTAT v2.9.4 [128] et
Genetix v.4.02 [129]

Pour I’analyse des séquences, toutes les séquences ont été traitée avec le logiciel Bioedit, puis

un blastn a été réalisé afin de déterminer des séquences homologues existants dans Genbank. Un




alignement multiple (MSA), en utilisant la méthode par clustalW a été réalisé avec le logiciel
MEGA.X [130]. Une matrice d’identité a été générée, puis les séquences aligées ont été importés

ans le logicie oviz version oneline afin d’inférer des minimum spanning tree.
dans le 1 1 phyl 1 fin d’inf d t




PARTIE 5 : Résultats




|. Caractéristiques démographiques, hématologiques
et prévalence de I’infection palustre dans la
population générale

A. Description de la population d’étude, des paramétres

démographiques et hématologiques

Au total 2381 enfants ont été inclus dans cette étude. La répartition par localite était la
suivante : 880 a Franceville (milieu urbain), 625 a Makokou (milieu semi-urbain), 876 a Lastoursville
(milieu rural). L’age moyen des enfants non infectés (67 + 1,32 mois) était significativement supérieur
a celui des enfants infectés (60 + 1,51 mois), P = 0,00005. En revanche aucune différence significative
de sexe ratio n’a été observée entre les enfants infectés et non infectés inclus dans 1’étude. Le taux
moyen des globules blancs était significativement plus élevé chez les enfants infectés (9,31 £ 0,21
103/mm?) par comparaison aux enfants non infectés (8,48 + 0,18 10°/mm?), P = 0,00005. Les autres
paramétres hématologiques étaient significativement plus faibles chez les enfants infectés (globules
rouges : 3,46 + 0,03 108mm3; hémoglobine : 7,9 + 0,08 g/dL ; plaquettes : 218,83 +7 103/mmd)
comparé aux enfants non infectés (globules rouges : 4,16 + 0,02 10¢/mm?; hémoglobine : 9,6 + 0,1
g/dL ; plaquettes : 301,01 + 4,59 103/mm?q), P = 0,003 ; et <0,0001 respectivement (Tableau 5).

Tableau 5: Paramétres démographiques et hématologiques des enfants inclus dans le Sud-Est du Gabon.

Parameétres Infectés (n=751) Non Infectés (n=1155) P
Age (Mois) 60+1,51 67+1,32 0,00005
Sexe ratio 0,9 1 0,9
Globules Rouges 3,46%0,03 4,16+0,02 0,003
(108/mm3)
Globules blancs 9,31+0,21 8,48+0,18 <0,0001
(103/mm3)
Hémoglobine 7,9+0,08 9,6£0,1 <0,0001
(g/dL)
Plaquettes 218,83+7 301,01+4,59 <0,0001
(103/mm3)




B. Prévalence de l’infection palustre et identification des espéces

plasmodiales

Parmi les enfants inclus, 952 étaient infectés par Plasmodium spp, soit une prévalence globale
de I’infection plasmodiale de 40% dans le Sud-Est et le Nord-Est du Gabon avec une charge
parasitaire moyenne de 24120 + 2099 parasites / puL de sang. Des 952 échantillons infectés 782
échantillons ont fait 1’objet d’un diagnostic moléculaire d’espéces par PCR. Parmi les especes
diagnostiquées, Plasmodium falciparum était responsable de 651 infections soit une prévalence de
91,4%. Plasmodium malariae quant a lui était a 1’origine de 20 infections, soit une prévalence de
2,8%. Des coinfections ont également été observées entre P. falciparum et P. malariae (6,1%, n =
48) ; P. malariae, P. falciparum et P. ovale (0,1%, n = 1). Plasmodium ovale n’a pas été identifié¢ en

mono infection.

I1. Caractéristiques démographiques, hématologiques
et prévalences de I’infection plasmodiale en
fonction de la symptomatologie et des localités

A. Caractéristiques démographiques et hématologiques par

localités

A Franceville (milieu urbain), parmi les 880 enfants inclus, 143 étaient asymptomatiques et
737 étaient symptomatiques. L’age moyen était de 75,18 + 3,6 mois chez les enfants infectés
symptomatiques et de 107,5 £ 5,1 mois chez les asymptomatiques, avec une différence
statistiquement significative (P = 0,001). Aucune du sexe ratio (Symptomatique : SR=1,2,
asymptomatiques : SR=1) n’a été observée entre les enfants infectés symptomatiques et
asymptomatiques (P > 0,05). L’ensemble des parameétres hématologiques n’a montré aucune

différence significative entre les deux groupes (P > 0,05) (Tableau 6).

A Makokou (milieu semi-urbain), I’analyse des parametres démographiques révele une
moyenne d’age élevée chez les enfants infectés asymptomatiques (113 + 8 mois) par rapport aux
enfants infectés symptomatiques (44 + 2 mois; P < 0,0001). Par contre aucune différence
significative du sexe ratio (symptomatiques = 1, asymptomatiques = 1,5, P = 0,3) n’a été observée

entre les deux groupes cliniques.

Le taux moyen des plaquettes était significativement plus élevé chez les enfants infectés

asymptomatiques (303 + 18,6 103 mm?®) par rapport aux enfants infectés symptomatiques (213 + 7




103/mm?, P < 0,05). Le taux moyen des globules rouges (symptomatiques=3,34 + 0,06 10%/mm?
asymptomatiques=4,4 + 0,2 105/mm? ; P =0,00004) et d’hémoglobine était significativement plus bas
chez les symptomatiques que chez les asymptomatiques. Par contre les taux moyens des globules
blancs était significativement plus élevé dans les isolats symptomatiques (10,7 = 0,4

103/mm?3comparés aux asymptomatiques (8,05 + 0,6 10/mm? (P =0,004). (Tableau 6)

A Lastoursville (milieu rural), 876 enfants ont été inclus, la moyenne d’age des enfants
infectés asymptomatiques était plus élevée (59 + 2 mois) par rapport a celle des enfants infectés
symptomatiques (34,01 + 2 mois) (P = 0,03). Par ailleurs aucune différence significative au niveau
du sexe ratio n’a été observée entre les infectés symptomatiques et les asymptomatiques (P = 0,3).

(Tableau 6)

Tableau 6: Comparaison des parametres démographiques et Hématologiques entre les enfants symptomatiques et
asymptomatiques par localité.

LOCALITES
Paramétres FCV (n=190) LTV (n=449) MKK (n=316)
Asympto Sympto p Asympto | Sympto px Asympto Sympto ek
(n=23) (n=167) (n=201) | (n=248) (n=22) (n=294)
Age (Mois =ES) 107,551 75,18+3,6  |0,001| 59+2 34,01+2 [0,03] 11348 44+2 0,0001

Parasitémie
(Parasite/uL de | 4363,86+1494 | 6690,94+815,83| 0,3 [9190+2128] NA NA | 16963+8218| 43944+4259(0,006
sang £ES)

GR
6 s 42401 309+005 | 01| NA |312007|NA| 24202 | 3.34:006 | 000002
(10 /mm +ES)

GB

300 6,6+0,4 63:03 | 03| NA |98:0.4|NA| 805206 | 107204 | 0004
(10 /mm %ES)
Hb (g/dI +ES) 9,3+0.2 974:03 | 03| NA |72:01 |NA| 102+04 | 7.4+012 |0,00003
Plaquette

5o 234+10 200¢16 |03 | NA [1681+94|NA | 303186 | 213+7 | 0,0002
(10 /mm %ES)

Sexe Ratio 1 12 06| 07 1 loosl 15 1 03

Sympto=symptomatiques, Asympto=Asymptomatiques, P=P. value Sympto/Asympto FCV, P*=P. value
Sympto/Asympto LTV, P**=P. value Sympto/Asympto MKK

B. Prévalence de l’infection Plasmodiale par localités

Les différentes prévalences de I'infection plasmodiale ont été déterminées dans chaque
localité en fonction de la symptomatologie.

A Franceville, la prévalence globale de I’infection plasmodiale était de 21,6% (n =190/880).

Bien qu’aucune différence significative de prévalence et de charge parasitaire n’a été observée entre




les deux groupes cliniques, la prévalence de I’infection plasmodiale symptomatique était de 22,7%
(n=167/737) et celle de I’infection asymptomatique était de 16,1% (n = 23/143 P=0,08) (Figure 12),
avec des charges parasitaires moyennes de 6691 + 816 et 4364 + 1494 parasites/ul, respectivement
(Tableau 6, P=0,3).

A Makokou, la prévalence globale de I’infection plasmodiale était de 50,6% (n=316). Parmi
les 625 enfants inclus dans cette localité, 496 étaient symptomatiques et 129 représentaient quant a
eux des cas asymptomatiques. La prévalence de I’infection plasmodiale était significativement plus
élevée chez les enfants symptomatiques (59,3%, n=294) par rapport aux enfants asymptomatiques
dont la prévalence était de 17% (n = 22; P < 0,05). De méme, la charge parasitaire était
significativement plus élevée dans les isolats symptomatiques comparés au asymptomatiques
(symptomatiques : 43944 + 4259 parasites/plL, asymptomatiques : 16963 + 8218 parasites/uL, P =
0,006). (tableau7)

A Lastoursville, la prévalence globale de I’infection plasmodiale était de 51,2% (n = 449). De
tous les enfants inclus, 401 étaient considérés comme symptomatiques et 475 étaient
asymptomatiques. Dans cette localité, la prévalence de I’infection asymptomatique était de 42,3% (n
= 201) et celle de I’infection symptomatique était de 61,9% (n = 248). Ces résultats ont montré que
la prévalence de D’infection plasmodiale était significativement plus élevée chez les enfants

symptomatiques comparés aux asymptomatiques (P = 0,002). (Tableau 7)

Tableau 7: Prévalence de l'infection plasmodiale en fonction du site et du statut clinique

Sites d’étude Lastoursville Makokou Franceville
- ASYMP SYMP . | AsymP [ sywmp | Asymp SYMP
Statutclinique | n_475) | (Nn=d01) | PT | (N=129) | (N=296) | P (N=143) | (N=737) P

Prévalence de
P’infection %

42.3% (201) | 61.9% (248) | 0.002 | 22(17%) | 294(59.3%) | <0.05 | 23(16.1% ) | 167(22.7%) | >0.05

P. falciparum | 151 (75.12%) | 119(99.1%) | 0.1 | 17(85%) | 231(97.3%) | 0.7 | 20(86.9%) | 133(97.09%) | 0.7

P. malariae 10(6.02%) 0 001 | 3(15%) 3(1.3%) | 0.009 0 0

Co-infection

P. malariae)

(P. falparum/ | 40(24.09%) | 1(0.8%) |<0.05 0 2(0.8%) 1 2(8.7%) 4(2.9%) 0.2

Co-infection
(P. falciparum/
P. malariae/P.

ovale)

0 0 0 0 0 1(4.35%) 0.1

Sympto=symptomatiques, Asympto=Asymptomatiques, P=P. value Sympto/Asympto FCV, P*=P. value
Sympto/Asympto LTV, P**=P. value Sympto/Asympto MKK
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C. Distribution des especes plasmodiales par localités

Pour déterminer la distribution des espéces plasmodiales a Franceville, 137 échantillons des
enfants symptomatiques et 23 asymptomatiques ont été analysés par PCR classique. Parmi les
symptomatiques, 97,08% (n = 133) des echantillons étaient mono-infectés par P. falciparum et 2,9%
(n=4) des échantillons étaient coinfectés par P. falciparum et P. malariae. Chez les asymptomatiques,
la prévalence des monoinfections par P. falciparum était de 86,9% (n =20) et celle des coinfections
était de 8,7% (n = 2 ; P. falciparum et P. malariae) et 4,34% (n = 1, P. falciparum, P. malariae et P.
ovale). Aucune différence significative dans la distribution des espéces plasmodiales entre les

symptomatiques et les asymptomatiques n’a été observé (P > 0,05) (Tableau7).

La détermination de la prévalence des différentes espéces plasmodiales a également été
réalisée a Makokou sur un total de 256 enfants dont 20 étaient asymptomatiques et 236
symptomatiques. La prévalence de P. falciparum était de 97,9% (n = 231) chez les symptomatiques
et de 85% (n = 17) chez les asymptomatiques. Cette prévalence était significativement plus élevée
chez les symptomatiques (P < 0,05). Les symptomatiques avaient une prévalence de P. malariae
significativement moins élevée (1,3% ; n = 3) par comparaison aux asymptomatiques (15% ; n=3;
P < 0,05). La prévalence des coinfections a P. falciparum et P. malariae était de 0,8% (n = 2) chez
les symptomatiques. La figure 13 ci-apres montre la distribution des différentes espéces en fonction

de la symptomatologie a Makokou. (Tableau7).

Le diagnostic moléculaire & Lastoursville, a montré que P. falciparum était 1’espéce
plasmodiale majoritaire dans cette localité avec des prévalences de 99,1% (n = 119) et de 75,12% (n
= 151) chez les symptomatiques et asymptomatiques, respectivement. Cette prévalence était
significativement plus élevée chez les symptomatiques (P = 0,002). Pour ce qui est de P. malariae
les cas de monoinfections ont été identifié chez les asymptomatiques, avec une prévalence de 6,02%
(n = 10), suggérant une prévalence de Plasmodium malariae élevée chez les asymptomatiques en
milieu rural. Seules des coinfections a P. falciparum et P. malariae ont été mises en évidence avec
une prévalence de 0,8% (n = 1) chez les symptomatiques et de 24% (n=40) chez les asymptomatiques.

Cette prévalence était plus élevée chez les asymptomatiques (P < 0,05). (Tableau7).




I11. Comparaison des prévalences, parametres
hématologiques et démographiques des enfants
infectés chez les symptomatiques entre les 3
localites.

A. Comparaisons entre les 3 localités

La comparaison des parametres démographiques des enfants infectés symptomatiques entre
Makokou, Franceville et Lastoursville a montré que 1’age moyen était plus élevé a Franceville (75,18
+ 3,6 mois) par rapport a Makokou (44 + 2 mois) et Lastoursville (34,01 + 2 mois) (P < 0,05). Il n’y
avait pas de différence significative au niveau du sexe ratio entre les trois localités (FCV = 1,3, MKK
=1,LTV =12, P =0,7). Pour ce qui est des parametres hématologiques, le taux moyen des globules
rouges (FCV = 3,99 + 0,05105mm?, MKK = 3,34 + 0,06 10¢/mm* LTV = 3,1 + 0,07 10%mm?3)
d’hémoglobine (FCV =9,74 £ 0,3g/dl, MKK =7,4 £0,12g/dl, LTV =7,2 £ 0,1 g/dl), et des plaquettes
(FCV = 290 * 16 10°/mm? MKK = 213 + 7 103mm3, LTV = 168 + 9 10%mm?) étaient
significativement plus élevées a Franceville comparé aux deux autres localités (P < 0,0001)). Par
ailleurs, le taux moyen des globules blancs était plus bas a Franceville (6,3 + 0,3103/mm?3) par rapport
a Makokou (10,7 + 0,4 103/mm?) et Lastoursville (9,8 + 0,7 103/mm?® P < 0,05), (Tableau 8).

Tableau 8: Moyennes des parametres hématologiques, démographiques chez les enfants infectés symptomatiques
au sein des trois localités.

LOCALITES

FCV LTV MKK P p* pr* prxx
Age (Mois +ES) 75,18+3,6 34,01+2 4442 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,03
GR (108/mm3+ES) 3,99+0,05 3,1+0,07 3,34+0,06 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GB (103/mm?3+ES) 6,3+0,3 9,840 ,4 10,7+0,4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,6
Hb (g/dl £ES) 9,74+0,3 7,2+0,1 7,4+0,12 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Plaquette (103/mm3+ES) 290+16 168,1+9,4 2137 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Sexe Ratio 1,2 1 1 0,7 0,7 1 1

(P=P value des 3 localités ensemble, P*= p. value MKK/FCV, p**=P. value FCV/LTV, p***=P. Value LTV/MKK,
symptomatiques)

La comparaison des prévalences entre 1’ensemble des trois localités, montre que I’infection

plasmodiale était significativement plus faible en milieu urbain (22,7%) par rapport aux milieux semi-
urbain (59,3%) et rural (61,9%) (P < 0,05) (tableau 9).




Tableau 9: Prévalence de I'infection plasmodiale dans les 3 localités chez les symptomatiques

LOCALITES
Franceville Makokou Lastoursville P p* p* pr*
Prévalence% 22,70% 59,30% 61,90% <0001 <0001 <0001 07
TDR i
P. falciparum 97,08% 97,90% 99,10% 09 09 09 09
(Prévalence%)
P. malariae (Prévalence%) 0 1.3% 0 02 06 06
Diagnostic
moléculaire
P. ovale (Prévalence%) 0 0 0%
Coinfection P. fal + P. mal 2,90% 0,80% 0,80% 02 02 1 1
(Prévalence%)
coinfection P. fal + P. mal 0 0% 0%
+P. ova (Prévalence %)
Charges parasitaires 6691+ 816 43944 4259 <0,0001  <0,0001

GE (Parasite/pL de sang + ES)
(P=P Value des 3 localités ensemble, P*= p. Value MKK/FCV, P**=P.Value FCV/LTV P***=P, Value LTV/MKK symptomatiques)

B. Comparaison entre Franceville et Makokou

La comparaison des parameétres démographiques et hématologiques chez les enfants
symptomatiques entre Makokou et Franceville, montre que I’age moyen était significativement plus
bas a Makokou (44+2 mois) comparé a Franceville (75,18+3,6 mois), P < 0,5. Les taux moyens de
globules rouges, des plaquettes et d’hémoglobine étaient plus éleves a Franceville (GR= 3,99+0,05
10%/mm?; PLT = 290+16 103 /mm3; HB = 9,74+0,3g/dl) qu’a Makokou (3,34+0,06 105/mm?; PLT=
290+16 10%/mm?3 et 213+7 10%/ mm?3; HB = 9,74+0,3g/dI et 7,4+0,12g/dl) P < 0,05. Par contre, le
taux moyen de globules blancs (FCV= 6,3+0,3 10°/mm® et MKK = 10,740,4 103/mm?® y était
significativement plus bas (P < 0,05) (Tableau 8).

En comparant la prévalence de I’infection plasmodiale entre milieu urbain (Franceville) et
milieu semi-urbain (Makokou), il en ressort que la prévalence de I’infection plasmodiale
symptomatique (FCV=22,7%, MKK=59,3%, P < 0,05) ainsi que la charge parasitaire moyenne (FCV
= 6690,94+815,83 parasites/pl de sang, MKK = 43944+4259 parasites/ul de sang, P < 0,05) étaient
significativement plus élevées en milieu semi-urbain qu’en milieu urbain. Pour ce qui est des espéces
plasmodiales, aucune différence significative de prévalence n’a été observée que ce soit en mono

infection ou en confection entre les deux localités (tableau 9).
C. Comparaison entre Franceville et Lastoursville

La comparaison cette fois-ci entre le milieu urbain et le milieu rural (Lastoursville), montre
que, I’age moyen des enfants symptomatiques étaient significativement bas en milieu rural (34,01+2

mois) comparé au milieu urbain (75,18+3,5 mois) (P < 0001). Bien qu’aucune différence n’ait été
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observée entre les deux localités, le sexe ratio était de 1,2 a Franceville et de 1,3 a Lastoursville (P =
1).

La moyenne de globules rouges (FCV = 3,99+0,05 10%/mm?®et LTV = 3,1+0,07 108/mmq), du
taux d’hémoglobines (FCV = 9,74+0,3g/dl et LTV = 7,2+0,1 g/dI) et de plaquettes (290+16 10°/mm?
et 168,1+9,4 103 /mm?q) était significativement plus élevée a Franceville qu’a Lastoursville (P < 0,05).
Par contre le taux de globules blancs était bas a Franceville (6,3+0,310%/mm?®) par rapport a
Lastoursville (9,8+0,4 103/mm?q) (P < 0,05).

La prévalence de I’infection plasmodiale était significativement plus haute en milieu rural

(61,9%) qu’en milieu urbain (22,7%) (P < 0001).

Aucune différence significative de prévalence des différentes espéces plasmodiales n’a été relevée
que ce soit en monoinfection (FCV = 97,08%, LTV = 86,9%) ou en coinfections a P. falciparum et
P. malariae (FCV =2,9%, LTV =0,8%). (Tableaux 8 et 9).

D. Comparaison entre Makokou et Lastoursville

L’analyse des parametres hématologiques et démographiques chez les enfants
symptomatiques, entre le milieu semi-urbain et le milieu rural, montre que : I’age moyen était
significativement différent entre les deux localités (MKK = 44+2 mois, LTV = 34,01+2 mois) P =
0,03. Par contre aucune différence significative de sexe ratio n’a été observée entre Lastoursville (1,3)
et Makokou (1) chez les symptomatiques P = 1. La moyenne du taux de globules blancs n’était pas
significativement différente entre les deux localités (MKK = 10,7+0,4 103/mm3, LTV = 9,8+0,4
103/mm? 9,8+0,4 10%/mm?, P = 0,6), tandis que les moyennes des globules rouges, des plaquettes et
de taux d’hémoglobine étaient significativement plus élevés en zone semi-urbain (HB = 7,4+0,12g/dl,
GR = 3,34+0,06 10%/mm?3, Pqt = 21317 10%/ mm3) qu’en zone rurale (HB = 7,2+0,1 g/dl, GR =
3,1+0,07 108/mm3, Pqt = 168,1+9,4 10°/mm?), P < 0,05.

La prévalence de D'infection plasmodiale symptomatique n’était pas significativement

différente entre les deux localités (MKK =59,3%, LTV =61,9%), P =0,7.

La prévalence de P. falciparum était de 99,1% a Lastoursville et de 97,9% a Makokou. Celle
de P. malariae était de 0% a Lastoursville et de 1,3% a Makokou. Les prévalences des coinfections
a P. falciparum et Plasmodium malariae quant a elle était de 0,8% dans les deux localités. Aucune
différence significative de prévalence d’espéces plasmodiales n’a été observée entre les deux localités

que ce soit en termes de mono ou de coinfections. (Voir tableaux 8 et 9).
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IVV. Comparaison des prévalences, parametres
hématologiques et démographiques des enfants
infectés asymptomatiques entre localités.

A. Comparaisons entre les 3 localités

L’analyse des parametres démographiques et hématologiques des enfants infectés
asymptomatiques a montré que, I’dge moyen était de 113+8 mois a Makokou, 107+5 mois a
Franceville et 59+2 mois a Lastoursville. Cette moyenne d’age était statistiquement plus haute a
Makokou que dans les deux autres localités. Le sexe ratio (FCV =1,0 MKK =1,5, LTV =0,7) n’était
pas significativement différents entre les 3 localités, P > 0,05.

Tableau 10: Moyennes des paramétres hématologiques, démographiques chez les enfants infectés
asymptomatiques dans les 3 localités.

LOCALITES

FCVv LTV MKK P p* p** p***

Age (Mois +ES) 107,545,1 59+2 113+8 0,006 0,002 0,01 0,01
GR (108/mme+ES) 4,2+0,1 NA 4,4+0,2 0,4 0,5 NA NA
GB (103/mm3+ES) 6,6+0,4 NA 8,05+0,6 0,06 0,07 NA NA
Hb (g/dl) 9,340,2 NA 10,2+0,4 0,06 1 NA NA
Plaquettes 234+10 NA 303+18,6 0,003 0,01 NA NA

(10 3mm3+ES)

Sexe Ratio 1 0,7 1,5 0,4 0,8 0,9 0,7

(P = P Value des 3 localités ensemble, P* = P value MKK/FCV, P** = P value FCV/LTV, P*** = P value LTV/MKK asymptomatiques

La prévalence de I’infection plasmodiale était de 16,1 % a Franceville, 42,31% a Lastoursville
et de 17% a Makokou. Elle était significativement plus élevée en milieu rural comparativement aux
milieux urbains et semi-urbains (P < 0,05). La moyenne des charges parasitaires était de 4363+1494
a Franceville, de 9190+2128 a Lastoursville, de 16963+ 8218 a Makokou chez les asymptomatiques.
Ces moyennes des charges parasitaires n’étaient pas statistiquement différentes entre les trois

localités, P =0,3.

Les prévalences de P. malariae (FCV = 0%, MKK = 15%, LTV = 6,02%) et de P.
falciparum (FCV = 86,9%, MKK = 85%, LTV = 75%) n’¢étaient significativement différentes entre
les trois localités. Mais une différence significative en termes de prévalences de coinfections a été
observée entre les trois localités (P = 0,03 pour P. falciparum + P. malariae et P = 0,02 pour P.

falciparum + P. malariae + P. ovale) (Voir tableaux 10 et 11).
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Tableau 11: Prévalence de I'infection plasmodiale dans les 3 localités.

Franceville Makokou Lasto:rsvnl P p* p** pr**
Prévalence% 16,10% 17% 42,31% <0001 0,8 0,0005 0,0001
o (Erl;a\l/lgllsr?crgg/:) 86,90% 85% 75,12% 07 09 05 0,6
P.malariae (Prévalence%) 0 150 6,02% o1 % os 0,2
Diagnostic
moléculair
e P.ovale (Prévalence%) 0% 0% 0%
Coinfect fal +mal 8,70% 0% 24,09% 003 02 03 0,03
(Prévalence%)
Coinfect
fal+mal+Ova(Prévalence 4,35% 0% 0% 002 0,3 0,01
%)
charges Parasitaires
E (Parasite/uL. de sang ES) 4363,86+£1494 9190+2128 16963+£8218 0,3 0,2 0,2 0,2

(P = P Value des 3 localités ensemble, P* = P value MKK/FCV, P** = P value FCV/LTV, P*** = P value LTV/MKK asymptomatiques

B. Comparaison entre Franceville et Makokou

Nous avons comparé les paramétres démographiques et hématologiques des enfants entre le
milieu urbain et semi urbain. L’age moyen (1138 mois a Makokou, 10745 mois a Franceville et
59+2 mois) était significativement plus élevé en milieu semi urbain qu’en milieu urbain, P = 0,002,
En revanche, aucune différence significative du sexe ratio n’a été observée entre Franceville (1) et
Makokou (1,5), P =0,8.

Le taux moyen de plaquettes était significativement plus élevé a Makokou (303+18,6) qu’a
Franceville (234+10), P = 0,003. Aucune différence significative du taux moyen des autres

parametres hématologiques n’a été observée entre les deux localités (tableau 9).

Nous avons remarqué que la prévalence de I’infection plasmodiale (FCV= 16,1%,
MKK=17%, P =0,8), ainsi que la charge parasitaire moyenne (FCV = 4363,86+1494 parasites/ul de
sang MKK = 9190+2128 parasites/pl de sang, P = 0,2) n’étaient pas significativement différentes
entre le milieu urbain et le milieu semi-urbain. La prévalence de P. falciparum (FCV = 86,9%, MKK
= 85%, P = 0,9), celle de P. malariae (FCV = 0%, MKK =15%, P = 0,07 et des coinfections a P.
malariae et P. falciparum (FCV = 4, 34%, MKK = 0%, P = 0,2) n’était pas significativement

différente entre les deux localités. (\Voir tableau 10 et 11)
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C. Comparaison entre Franceville et Lastoursville

La détermination des paramétres démographiques entre milieu urbain et milieu rural chez les enfants
infectés asymptomatiques révele que I’age moyen (FCV = 107,55 mois, LTV = 59+2 mois, P =
0,01) était significativement plus élevé en milieu urbain qu’en milieu rural. Le sexe ratio (FCV =1,

LTV =0,8) n’était pas significativement différent entre les deux localités, P = 0,9.

La prévalence de I’infection plasmodiale était significativement plus élevée en milieu rural (42,31%)

comparée au milieu urbain (16%), P = 0,0005. La charge parasitaire moyenne n’était pas
significativement différente entre le milieu urbain (4363,86+1494parasites/ul de sang) et le milieu
rural (16963+8218), P = 0,2.

La prévalence de Plasmodium falciparum (FCV =86,9%, LTV = 75%, P = 0,5), celle de Plasmodium
malariae (FCV = 0%, LTV =6,02%, P = 0,6) et des coinfections a P. malariae et P. falciparum (FCV
=4, 34%, LTV = 24,09%, P = 0,3) n’étaient pas significativement différentes entre les deux localités.
(Tableaux 10 et 11).

D. Comparaison entre Makokou et Lastoursville

L’analyse des paramétres démographique entre le milieu semi urbain et rural montre que I’age moyen
(LTV=59+2 mois, MKK=113+8 mois, P = 0,01) des enfants infectés asymptomatiques, était
significativement bas a Lastoursville comparé a Makokou. Le sexe ratio (LTV = 0,7, MKK = 1,5)

n’était pas significativement différent entre les 2 localités, P = 0,7.

La prévalence de I’infection plasmodiale asymptomatique était significativement haute en milieu
rural (42,31%) qu’en milieu semi-rural (17%,) P = 0,0001. La moyenne des charges parasitaires
n’était pas significativement différente entre le milieu rural (16963+8218 parasite /ul de sang) et le
milieu semi rural (9190+2128parasite/ul de sang), P = 0,2. Aucune différence significative de
prévalence de P. falciparum (LTV = 75,12%, MKK =85%, P = 0,9) et de P. malariae (LTV =6,02%,
MKK = 15%, P = 0,6) n’a été observée entre le milieu rural et le milieu semi urbain. Mais une haute
prévalence de coinfections a P. malariae et P. falciparum (MKK = 0%, LTV =2 4,09%, P=0,03) a

été observée a Lastoursville (Voir tableaux 10 et 11).
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V. Caractérisation de la virulence

A. Génotypage des génes msp-1 et msp-2 : Fréquences des familles alléliques

des genes msp-1-2 en fonction de la localité du statut clinique.

Cent deux (102) échantillons ont été génotypés pour les genes msp-1 et msp-2; 91,2%
(93/102) des amplifications ont réussi pour le géne msp-1 et 65,7% (67/102) pour le gene msp-2.

Les frequences globales des familles alléliques du gene msp-1 étaient de 72,02% ( 67/93),
36,6% (34/93) et de 49,5% (46/93) pour K1, Mad20 et RO33 respectivement. La fréquence de la
famille allélique K1 était significativement plus élevée que celle de Mad20 et RO33(P<0,05). Les
fréquences des familles alléliques ont été déterminées en fonction de la localité et de la
symptomatologie clinique. La fréquence de la famille allélique K1 était de 31,3%(21/67), 35,8%
(24/67) et de 32,8% (22/67) a Franceville, Lastoursville et Makokou respectivement, mais sans
aucune différence significaticve entre les trois localités (P=0,8). De méme, aucune différence
significative de fréquence n’a été observée entre les trois localités pour Mad20 (FCV=41,7%(14/34),
LTV=23,5%(8/34), MKK=35,3%(12/34), P=0,4. Par ailleurs, la famille alléligue RO33 était
significativement plus fréquente a Makokou (52,2% (24/46)) et Lastoursville (32,6% (15/46)) qu’a
Franceville (15,2% (7/46)), P=0,008. De plus, les familles alléliques Mad20 et K1 étaient plus
fréquentes a Franceville par rapport a RO33, P=0,02. Aucune différence significattive n’a été
observée entre les trois familles alléliques & Lastoursville, P=0,6 et Makokou, P=0,1 (Figur 15 b).
Cependant, la famille allélique Mad20 s’est avérée plus fréquente dans les isolats symptomatiques
(61,8%; 21/34) comparés aux asymptomatiques (38,2% ; 13/34), P=0,05. Mais il n’y avait aucune
différence significative de fréquence pour les familles alléliques K1 (P=0,1) et RO33 (P=0,4) entre
symptomatiques (K1=43,3%(29/67), RO33=45,7% (21/46)) et asymptomatiques (K1=56,7%(38/67),
R0O33=54,3% (25/46). (Tableau 12).




Tableau 12: Comparaison de fréquences des familles alléliques de msp1 et 2 entre sites et statuts cliniques

Familles
alléliques Localités Statutclinique
FCV LTV MKK P Sympto Asympto P*
K1 %(n/T) 31,1% (21/67) | 35,8% (22/67) | 32,8% (22/67) | 0,8 43,3% (29/67) | 56,7% (38/67) 0,1
msp1 Mad20 %(n/T) 35,8% (12/34) | 23,5% (8/34) | 41,7% (14/34) | 0,4 61,8% (21/34) | 38,2% (13/34) 0,05
Ro33 %(n/T) 52,2% (24146) | 32,6% (15/46) | 15,2% (7/46) | 0,008 | 45,7% (21/46) | 54,3% (25/46) 0.4
3D7 %(niT) 20,6% (7134) 26,5% (9/34) | 52,8% (18/34) | 0,01 58,8% (20/34 41,2% (14/34 | P>0,05
FC27%(n/T)
msp2 32% (16/50) 44% (22/50) 24% (12/50) 0,1 46% (23/50 54% (27/50) P>0,05

Pour le géne msp-2 la fréquence globale de la famille allélique FC27 (74,6% (50/67) était
significativement supérieure a celle de 3D7 (50,7% (34/67), P=0,004. La fréquence de la famille
allélique 3D7 était de 20,6% (7/34) a Franceville, 26,5% (9/34) a Lastoursville et de 52,8% a
Makokou (18/ 34). La fréquence de la famille allélique 3D7 était significativement plus élevée a
Makokou qu’a Franceville et Lastoursville, P=0,01. Mais pour la famille allélique FC27, il n’yavait
aucune différenece significative de fréquences entre les trois localités, P=0,1. De meme aucune
différence significative pour les deux familles alléliques n’a été observée entre symptomatiques
(3D7=58,8% (20/34) ; FC27= 46% (23/50)) et asymptomatiques (3D7=41,2% (14/34) ; FC27=54%
(27/50)), P>0,05. Cependant, la famille allélique 3D7 a été plus fréquente que FC27 a Makokou,
P=0,006. Pour Franceville et Lastoursville, aucune différence significative de fréquence n’a été

observée entre les deux familles allélique, P>0,05.(Tableau 12)

B. Infections polyclonale des génes msp-1 et msp-2 en fonction du statut

clinique et de la localité

Des combinaisons des familles alléliques K1, Mad20 et RO33 ont été détecté dans 49,5%
(46/93) d’échantillons. Dans 1’ensemble, 1’association K1 _RO33 était la plus fréquente avec une
fréquence de 50% (23/46), suivie de K1_MAD20 avec une fréquence de 21,7% (10/46), les deux
autres combinaisons de familles alleliques( RO33-Mad20 et K1_Mad20 Ro33) avaient des

fréquences inférieures a 20%.

La proportion d’infections polyclonales était plus élevée 8 MAKOKOU (milieu semi-urbain,
45,7%(21/46)) et Lastoursville (32,6% (10/46) milieu rural) qu’a Franceville (milieu urbain, 21,7%
(10/46), P=0,05. A Franceville, les associations K1_Mad20 (40%, 4/10) et K1_RO33 (30%, 3/10)
étaient plus fréquemment rencontrées. A Lastoursville et Makokou I’association K1_R033 (MKK=




47,6%, 10/21; LTV=67%, 10/15 a été plus fréquemment observée. La proportion d’infection
polyclonale n’était pas significativement différente entre symptomatiques(22/46 soit 47,8%) et
asymptomatiques (24/46 soit 52,2%), P=0,7. (Figurell)
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Figure 11: Distribution d’infections polyclonale du géne msp-1 par localité et par statut clinique

Pour le géne msp2, une combinaison des familles alléliques 3D7/FC27 a été détectée dans
25,7% (17/67) des échantillons. L’association 3D7 FC27 n’était pas significativement différente
entre Franceville, Lastoursville et MAKOKOU, P=0,2. Mais elle était significativement plus
importante dans les isolats symptomatiques (70,6% ; 12/17) comparés aux asymptomatiques 29,4%),
P=0,02. (Figure 12)
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Figure 12: Distibution d’infection polyclonale du géne msp-2 par sites et par statut clinique.
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C. Diversité allélique et polymorphisme de longueur de taille de fragments

La distribution des alléles des géne msp-1 et msp-2, variait largement selon les sites. Les
alleles identifies ont été classé selon leurs tailles en paires de bases. Un total de 91 alléles individuels
des deux genes ont été identifiés dans les trois sites et chez I’ensemble de sujets. Quarante sept (47 )
alleles différents du gene msp-1 ont été observeés (23 pour K1 et Mad20, un pour RO33) avec des
tailles de bandes de 195 a 400 Paires de bases. De plus 44 alleles msp-2 différents avec des tailles de
fragments allant de 394 & 600 paires de bases ont été trouveés, dont 19 appartenant a la famille allélique
3D7 ( plage de fragments de 400-600 pb) et 25 appartenant a la famille allélique FC27 (plage de
fragments de 394-556 pb). Le nombre d’alléles détectés pour msp-2 n’était pas significativement
différent de msp-1, P=0,7. La famille allélique RO33 s’est avérée monomorphe (avec une taille de
fragment amplifiée de 270 Pb) et représentait 2,1% (1/47) de tous les génotypes msp-1. Les alléles
de types K1 et Mad20 prédominaient avec des fréquences de 48,9% (23/47) chacun, P<0,05. Parmi
les 23 alléles de K1, les alleles K1 327, K1_273 et K1_343, étaient les plus fréquents avec de
fréquences respectives de 14%, 12% et 10%. Les autres alleles avaient des fréquences inférieures a
10%. Pour les alleles de type Mad20, Mad20 360 (14% ) et Mad20 267 ( 13%) étaient les plus
fréquents. Dans les familles alléliques du gene msp-2, FC27_429 (11,8%), 3D7_480 (16%) et
3D7_560 (14%) étaient les plus fréqguemment rencontrés, la fréquence des autres alleles était

inférieure a 10%. (Figure 13)
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Figure 13: Diversité allélique des différents alleles des genes msp-1 et 2 dans I'ensemble de la population.




Les différents alléles ont été classés par sites, pour le gene msp-2, 16 alléles différents ont éte
rencontrés a Franceville (11 de type FC27 et 5 de type 3D7), les alleles FC27_455, 3D7_438,
3D7_462 étaient les plus fréquents avec des fréquences respectives de 23,3% , 25% et 37,5%. A
Lastoursvilles, 20 alleles différente ont été identifiés (13 de type FC27 et 7 de type 3D7), les alléles
FC27_429 et 3D7_560 étaient les plus fréquemment rencontrés avec des fréquences respectives de
35,7% et 23,7% . A Makokou un total de 18 alléles différents a été mis en évidence dont 7 de type
FC27 et 11 de type 3D7), les alleles les plus fréquents étaient FC27_489 (23,7%) et 3D7_480 (22,7%).
Tous les autres alléles des deux familles alléliques avaient des fréquences inférieures a 20% dans les
trois sites. Des alleles communs ont été mis en évidence entre les sites, 6 alleles de types FC27 et 2
alleles 3D7 ont été identifiés a la fois a Franceville et Lastoursville, 1’allele 3D7 462 était plus
fréquent a Franceville (37,5%, 3/8) qu’a Lastoursville (7,7%, 1/13), mais sans aucune différence
significative, P=0,2. Trois alléles 3D7 ont été a la fois identifiés & Lastoursville et a Makokou, mais

aucun alléle commun n’a été mis en évidence entre Makokou et Franceville.

Pour le gene msp-1, 27 alleles différents ont été identififiés & Franceville (12 de type Mad20,
14 de type K1 et 1 de type RO33), les alléle Mad20 360 (23,8%), K1_300 (22,9%) étaient les plus
fréquents. A Makokou, 17 alléles différents ont été identifiés (7 de type Mad20, 10 de type K1 et 1
de type RO33) et les alleles Mad20 260 (42,9%) et K1_327 (35,7%) étaient les plus fréquents
(42,9%). Vingt-deux (22) alleles différents du géne msp-1 ont été identifiés a Lastoursville (9 de type
Mad20 et 12 de type K1 et 1 de type RO33), I’allele K1 343 était le plud fréquent 21,9%). Mais la
fréquence des autres alléles identifiés était inférieur a 20%. Cependant 5 profiles alléliques
(Mad20_240, K1_273, K_327, K1_328, K1_355) communs aux trois sites ont été mis en évidence.
Et bien que la fréquence de K1_273 était plus élevée a Lastoursville (21,9%, 7/32) qu’a Franceville
(8,6%, 3/35) et Makookou (7,1%, 2/28), aucune différence significative de fréquence de cet alléle n’a
été observée entre les trois localités P=0,3. Par ailleurs, K1_327 était significativement plus fréquent
a Makokou qu’a Franceville et Lastoursville, P=0,006. Hors, Franceville et Lastousville avaient 5
profiles alléliques en commun (3 de type Mad20 et 2 de types K1), Makokou et Lastoursville avaient
2 profiles alléliques en communs tous de type K1. Hormis les profils alléliques communs aux trois

localités, aucun profil commun a Franceville et Makokou n’a été mis en évidence. (Figure 14)
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Figure 14: Comparaison des fréquences alléliques des génes mspl et 2 par localités.

Les différents profils alléliques variaient en fonction de la symptomatologie clinique. Pour le
géne msp-2, 31 alleles différents ont été repéré dans les isolats d’enfants asymptomatiques ( 13 de
type 3D7 et 18 de type FC27) et 28 alléles ont été mis en évidence dans les isolats symptomatiques
(17 de type FC27 et 11 de type 3D7). Huit (8) alléles de types 3D7 ( 3D7_411, 3D7_429, 3D7_463,
3D7_497, 3D7_514, 3D7_549, 3D7_554, 3D7_600) et 8 alleles de type FC27 (FC27_ 394,
FC27_434, FC27_ 446, FC27_497, FC27_ 467, FC27_514, FC27_517, FC27_538) ont uniquement
été observés dans les isolat d’enfants asymptomatiques. De méme, 7 alléles de type FC27 (FC27_422,
FC27_470, FC27_480, FC27_496, FC27_522, FC27_548, FC27_556) et 5 alléles de type 3D7
(3D7_400, 3D7_408, 3D7_438, 3D7_528, 3D7_576 ont été uniquement identifiés dans les isolats
symptomatiques. Ces différents alleles avaient des fréquences inférieurs a 20%. Cependant, pour les
alleles identifiés a la fois dans les isolats symptomatiques et asymptomatiques aucune différence

significative de frequences n’a été observée P>0,05.

En ce qui concerne le géne msp-1, 29 alleles différents ont été mis en évidence dans les isolats
asymptomatiques (10 de type Mad20 et 19 de type K1) et 36 alléles différents ont été observés dans
les isolats symptomatiques (K1=17, Mad20=19). Les alleles Mad20 195, Mad20 200, Mad20_389,
K1 309, K1 336, K1 376, K1_377 ontéte uniquement observeés dans les isolats asymptomatiques.
De méme les alleles K1_257, K1_ 274, K1_ 312, K1_ 378, Mad20 216, Mad20 257, Mad20 273,
Mad20 288, Mad20 312, Mad20_ 336, Mad20 338, Mad20_356, Mad20 360, Mad20_ 375,
Mad20 384, Mad20 408, Mad20_480 ont uniqguement été identifié dans les isolats symptomatiques




avec des fréquences inférieures a 20%. Certains alléles étaient communs aux deux groupes sans

aucune différence significative de fréquence, P>0,05. (Figure 15)
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Figure 15: Fréquence alléliques du géne msplet 2 dans les isolats symptomatiques et asymptomatiques dans
I’ensemble de la population.

D. MESURE DE GENETIQUE DES POPULATIONS : MOI, INDICE DE
DIVERSITE( He), Différenciation génétique (Fst)

La MOl estimée dans les trois sites et en fonction du statut clinique est résumée dans le tableau
11. Le nombre global de génotypes msp-1 et msp-2 par isolat variait de 1 a 5 et de 1 a 4
respectivement. A Lastousville le nombre de génotypes msp-1 par isolat variait de 1 a 4, par contre
pour Franceville et makokou ainsi que pour les deux statuts cliniques, le nombre génotypes par isolat
variait de 1 a 5. Le nombre de génotypes msp-2 variait de 1a 4 dans chaque site et en fonction du
statut clinique. La MOI globale était de 2,06+1,07, 2,13+1,07 et 2,57+0,99 pour msp-1, msp-2 et
msp-1+msp-2 respectiment. La MOI moyenne pour les génotypes msp-1 et msp-2, ou msp-1+msp-2
n’était pas significatitvement différente entre les trois sites. De méme aucune différence significative

de MOI n’a été détectée entre les isolats symptomatiques et asymptomatiques.(Tableau 13).

Tableau 13: Nombre de clones (MOI) détectés avec mspl, msp2 et mspl+2 selon les sites et le statut clinique.

Variable No. of isolates No. of genotype MOl (SD)
mspl msp2 mspl msp2 mspl P-value msp2 P-value mspl+2 P-value
Overall 93 67 1-5 1-4 2,06 (1,07) 2,13 (1,07) 2,57 (0,99)
Franceville 29 20 1-5 1-4 2(1,16) 2,25 (1,06) 2,55 (1,24)
By site Lastoursville 31 25 1-4 1-4 1,96 (0,98) NS 2(0,95) NS 2,54 (0,85) NS
Makokou 33 22 1-5 1-4 2,21 (1,08) 2,18 (1,22) 2,62 (0,92)
By clinical status Asym ptomaAtic 46 31 1-5 1-4 1,91 (1,05) NS 2,03 (0,91) NS 2,32(0,81) NS
Symptomatic 47 36 1-5 1-4 2,21 (1,08) 2,22 (1,19) 2,78 (1,08)
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La diversité genétique (He) a été estimeée en fonction des sites et du statut clinique. Pour le
géne msp-1 la diversité génétique était de 0,59893+0,5183; 0.596+0.5174 ; 0.5036 +0.4371 a
Franceville, Lastoursville et Makokou respectivement. Pour msp-2 la diversité génetique était de
0.9005+0.0277 ; 0.9115+0.0354 et 0.8584 +0.0653 a Franceville, Lastoursville et Makokou
respectivement. La diversité génétique des genes msp-1 et msp-2 était quasiment la méme dans les
trois sites. Par contre, la diversité génétique était plus importante pour le marqueur msp-2 par rapport
au marqueur msp-1. Par ailleurs, la diversité génétique de msp-1, msp-2 et msp-1+msp-2 était
quasiment identique entre symptomatiques (mspl=0.7265+0.3381, msp2=0.9267+0.0117 et
mspl+msp2=0.802+0.2612 et asymptomatiques (mspl0.6746+0.3706, msp2= 0.9232+0.0545 et
mspl+msp2=0.7764+0.2968) (Tableau 14)

Tableau 14: diversité génétique (He) en fonction des sites et du statut clinique

. He (SD)
Site
msp-1 msp-2 msp-1+2
Franceville 0.5983 (0.5183) 0.9005 (0.0277) 0.8137 (0.1322)
Lastoursville 0.596 (0.5174) 0.9115 (0.0354) 0.7652 (0.2736)
Makokou 0.5036 (0.4371) 0.8584 (0.0653) 0.6850 (0.3089)
He (SD)
STATUT CLINIQUE
msp-1 msp-2 msp-1+2
Asymptomatique 0.6746 (0.3706) 0.9232 (0.0545) 0.7764 (0.2968)
Symptomatique 0.7265 (0.3381) 0.9267 (0.0117) 0.802 (0.2612)

La diversité génétique des deux marqueurs combinés suit plus ou moins un gradient du Sud
au Nord : la diversité était premiérement plus importante a Franceville puis a Lastoursville et enfin a
Makokou.

L’indice de fixation estimée (Fst) mesurant la différenciation, de la population parasitaire due
a la structure génétique a chaque site était de 0.08202, 0.10413 et de 0.13634 entre Franceville et
Lastoursville, puis entre Lastoursville et Makokou enfin entre Franceville et Makokou
respectivement. Dans 1’ensemble le Fst entre les populations des différentes localités était modéré.
Une plus grande proximité des populations entre Franceville et Lastoursville puis entre Lastoursville
et Makokou a été observée. Mais une différence plus importante de différenciation génétique a été
observée entre Franceville et Makokou (Figure 22). Ce résultat est cohérent avec la proportion de
génotypes communs aux divers sites. La plus grande proportion de partage d’all¢les a été observée
entre Franceville et Lastoursville, puis entre Lastoursville et Makokou (Voir figure 16). L’étude du
flux des populations parasitaires entre symptomatiques et asymptomatiques a permis d’observer une

grande proximité des populations entre symptomatiques et asymptomatiques (Fst= 0.03134)
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Figure 16: répartition géographique et différenciation genétique des populations parasitaires.

E. Diversité génétique du gene AMAL

Des amplifications ont été faites pour le gene AMAL. Aucun isolat positif a P. falciparum n’a
été amplifié pour ce gene. Seuls les isolats de P. malariae avaient ce gene et sur les 48 isolats amplifiés
seuls 8 étaient positifs pour ce dernier. Tous étaient mono infectés et provenaient des échantillons
asymptomatiques de Lastoursville. Les analyses moléculaires n’ont pas été satisfaisantes pour ce
géne, dans les échantillons de Makokou et Lastoursville, soit & cause des conditions d’amplification
ou de la qualité des amorces.

F. Séquencage des différents alléles du géne mspl et type d’infection.

Les fragments d’ADN du bloc 2 du géne mspl de P. falciparum, provenant des produits PCR
ayant des tailles similaires ou différentes ont été séquencés dans le but d’estimer d’avantage la
diversité génétique de la population parasitaire, et de fragments de PCR ont été analysés pour les trois
familles alléliques, soit un total de 93 séquences sens et anti-sens. Un total de 38 séquences a été
génotypé avec succes dont 18 séquences pour 1’alléle K1, 10 séquences pour I’allele mad20 et 10

séquences pour 1’allele RO33.

Dans I’ensemble,les données de séquences de 1’allele K1 ont révélé un pourcentage d’identité
allant de 61 299,07% des isolats étudiés entre eux, et de 55 a 98% d’identité avec I’isolat KT158691.1
[131] isolé en Malaisie et en Thailand a quelques exceptions pres. Une similitude a été observée entre

certains groupes d’isolats en fonction du statut clinique. Pour les séquences des isolats




asymptomatiques les isolats MM049, LTVA156, OBL52(B), OBL12(A) et MKKAOQ084 ont presenté
des similitudes supérieurs a 88% , de méme que pour les isolats symptomatiques, les séquences des
isolats MKKCHR171(A), MKKCHR171(B), MKKCHRO011(A), HASG147 et MKKCHR178 avaient
des poucentages d’identités supérieurs a 88%. Pour les autres séquences bien que similaires, leur
identité ne dépendait pas du statut clinique. Cependant, certains isolats appartenant a la méme localité

se sont révélé fortement similaires avec des pourcentages d’identité allant de 85 a 99%.

Un arbre couvrant le minimum de vraisemblance (minimum spanning tree) reflétant une
rélation généalogique de séquences (niveau 1LV) a été construit pour chaque alléle sequencé afin de
déterminer les liens géographiques et cliniques entre les différents types de séquences. Chaque type
de séquences est représentée par un cercle, la couleur du cercle représente la localité d’origine du type
de séquence et les cas d’infections symptomatiques ou asymptomatiques. De ce fait il a été observé
que I’arbre généré avec les 19 séquences de ’allele K1 n’a pas révélé de modele géographique claire.
Cependant, une certaine diversification locale peut etre observée par exemple, des séquences qui se
rapportent d’autres séquences locales. Il serait important de noter que certains génotypes issus de
patients symptomatiques ou asymptomatiques se repgroupent entre eux, mais un paratge d’alléles

entre symptomatiques et asymptomatiques a également été observé. (Figure 17)
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LTVCM= symptomatiques Lastoursville, MKKCHR= symptomatiques Makokou, MKKA= asymptomatiques Makokou)

Pour les séquences de la famille allélique Mad20 61 a 92% d’identité ont été observé entre
I’ensemble des séquences analysées entre elles et un pourcentage de plus de 85% a éte observé avec
les isolats MG004517.1 et MG004515.1 de Papouasie nouvelle Guinée [132], KT158695.1 de




Malaisie et Thailande , AY947642.1 du Myanmar et AB502529.1 de Centre Afrique [131, 133, 134].
Bien qu’une similitude soit observée entre les s€quences étudiées ici, les séquences de I’allele Mad20
n’ont pas montré une similitude en fonction de la symptomatologie ou de la localité.

La figure 18 présente 1’arbre généré avec les 10 séquences de I’alléle Mad20. Dans ce cas, il a été
observé que les génotypes de Mad20 retrouvés a Franceville ont tendance a se regrouper en un
complexe clonal, mais une distribution régionale claire n’a pas été établie. Aussi aucune distribution

claire des all¢les n’a été¢ mise en évidence entre les isolats symptomatiques et asymptomatiques.
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Figure 18: Minimum spanning Tree des séquences de l'alléle Mad20 du géne par statut clinique et site.

(Légende : HASG=symptomatique Franceville, OBL=asymptomatiques Franceville, LTVA et MLD= asymptomatiques Lastoursville,
LTVCM= symptomatiques Lastoursville, MKKCHR= symptomatiques Makokou, MKKA= asymptomatiques Makokou)

L’allele RO33 bien qu’étant monomorphe en PCR, les séquences de cet allele ont montré une
similitude allant de 91 a 97% entre elles. Et un pourcentage d’identité de plus de 94% a été observé
avec les isolats d’autres pays tel que la séquence MH982068.1 du Myanmar [135]. Cependant les
séquences des isolats asymptomatiques OBL052, OBL028, MLD005, MMO049, et LTVA194 étaient
similaires avec des pourcentages d’identité supérieurs a 94%. Les autres échantillons bien qu’ayant
des pourcentages d’identité remarquables présentent un mélange entre les isolats symptomatiques et
asymptomatiques. Bien qu’ayant des fortes similitudes, ces différents isolats ne présentent pas de

séquences spécifiqguement similaires par localités.




La figure 19 présente, les différents génotypes de 1’allele RO33. Bien qu’un regroupement
clair en fonction de la localité n’ait été observé, il serait important de noter que certains types d’alléles
provenant de la méme localité étaient tres proches. IL serait également important de signaler que pour
I’allele RO33, deux complexes clonaux ont été¢ observés en fonction du statut clinique. Les all¢les
OBL_052, OBL_028, MLD_005, MM 049, LTVA 194 ont été trouvé dans les isolats
asymptomatiques. La deuxieme grappe regroupe en majorité les isolats symptomatiques et un seul
isolat asymptomatique y a été observé. Cela pourrait suggérer une association particuliere entre

certains génotypes de RO33 et le statut clinique.
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PARTIE 6 : Discussion




Les infections a Plasmodiums restent un veéritable probéme de santé publique en Afrique, car
malgreé des efforts mondiaux pour éradiquer le paludisme, la volonté d'éliminer cette pandémie est
loin d'étre réaliste dans les communautés endémiques d'Afrique, di en partie au fait que le portage
parasitaire asymptomatique, qui n'est pas spécifiqguement ciblé par la plupart des interventions, reste
le socle qui alimente la transmission. Aussi, cette étude sur I'épidemiologie du paludisme et la
virulence parasitaire chez les enfants gabonais vivants a Franceville (milieu Urbains, Lastoursville
(milieu Rural) et Makoukou (milieu semi-urbain), est la premicre qui évalue d’une part la prévelance
de l'infection plasmodiale asymptomatique et symptomatiques et d’autre part le polymorphisme
génetique des génes mspl, msp2 et amalde Plasmodium spp. dans trois milieux différents en tenant
compte du contexte géographique. Nous avons comparé la prévalence de I'infection plasmodiale entre
enfants symptomatiques et asymptomatiques vivant dans trois localités située dans le Sud_Est et le
Nord_Est du Gabon avec des contexte épidemiologiques differents. Et nous avons évalué la diversité
génétique des souches de plasmodiums afin d’en déterminer celle qui seraient apte a induire ou pas

la symptomatologie clinique.

L’age moyen des enfants infectés dans la population générale, était significativement inférieur
a celui des enfants non infectés. Ce résultat concorde avec ce qui est connu [11]. En effet I’immunité
antipaludique s’acquicre avec le temps. En zone de forte endémie, les enfants ayant plus de 5 ans ont

rencontré un maximum de souches qui les protegent des infections plasmodiales [110].

L’age moyen des enfants infectés symptomatiques était plus élevé a Franceville par rapport a
Makokou et Lastoursville. Ces résultats corroborent ceux de 2013-2014 qui montraient que 1’age
moyen des enfants infectés symptomatiques était plus élevé en milieu urbain qu’en milieu rural et
semi-urbain [110]. Cela pourrait s’expliquer par le fait que, la prévalence du paludisme était plus
élevee a Lastoursville et Makokou qu’a Franceville, ce qui aurait conduit a une acquisition plus rapide
de I’immunité anti palustre a Lastoursville qu’a Franceville [110, 136]. Par ailleurs, I’age moyen des
enfants infectés asymptomatiques était significativement plus élevé a Makokou que dans les deux
autres localités. Ce qui est contradictoire aux données d’études citées ici, mais ces données ont été
obtenues a partir d’échantillons d’enfants symptomatiques [110, 136]. Par contre 1’dge moyen des
enfants infectés asymptomatiques était significativement plus élevé en milieu urbain qu’en milieu
rural. Cela concorde avec ce qui a été démontre précedemment, la prévalence du paludisme était plus
élevée a Lastoursville qu’a Franceville, ce qui aurait conduit a une acquisition plus rapide de
I’'immunité anti palustre a Lastoursville qu’a Franceville [110, 136]. Aussi, en milieu urbain les
mesures de lutte antipaludiques principalement axées contre les enfants de moins de 5 ans et les

femmes enceintes, sont plus accessibles qu’en milieu rural, conduisant a une exposition précoce des




enfants vivant en zone rural. Ce qui pourrait donc conduire a une acquisition rapide de I’immunité

chez les enfants vivant en zone rurale.

Dans cette étude, la moyenne d’age des enfants asymptomatiques était significativement plus
élevée que celle des enfants symptomatiques dans les trois localités. Ces données sont cohérentes
avec les résultats d’études antérieures qui ont montré que les enfants asymptomatiques €taient plus
agés que les enfants symptomatiques [137, 138]. Cela pourrait s’expliquer par le fait que I’étude a été
réalisée dans trois zones d’endémicité palustre, et 1’age est considéré comme étant 1’un des facteurs
en corrélation avec ’immunité protectrice dans les zones d’endémie palustre. En effet les jeunes
enfants sont plus vulnérables, mais les adultes et les jeunes adolescents ayant acquis une forme
d’immunité aprés plusieurs expostion au parasite sont plus susceptibles de porter des infections
asymptomatiques [137, 138]. IIs peuvent servir de réservoir de transmission car I’immunité
antipalustre acquise conduit a une persistance de I’infection asymptomatique ou a des infections
symptomatiques faibles qui sont souvent moins prises en charge par rapport aux infections aigues qui

apparaissent chez des jeunes enfants [137].

Les paramétres hématologiques variaient considérablement en fonction de la
symptomatologie et du faciés socio-géographique. Une diminution du taux d’hémoglobine a eté
observée chez tous les enfants infectés, induisant une anémie chez ces derniers, ceci est confirmé par
le faible taux moyen de globules rouges des enfants infectés. Bien que I'étiologie de I'anémie dans les
zones tropicales soit multifactorielle, nos données sont cohérentes avec plusieurs autres études
montrant que I'anémie au cours du paludisme a P. falciparum est étroitement associée a la parasitémie
du paludisme [50, 139, 140]. De plus, il a été montré que chez les enfants infectés par P. falciparum,
une combinaison d'hémolyse de globules rouges parasités et non parasités et de dépression de
I'érythropoiése induisant une anémie est souvent observée [141]. En revanche, a Franceville (milieu
urbain), le taux de globules rouges et d’hémoglobine n’était pas significativement différents entre
symptomatiques et asymptomatiques ; cela peut étre di au fait que dans cette localité les densités
parasitaires n’étaient pas significativement différents entre les deux groupes d’enfants, car il a été
montré que la densité parasitaire aurait un impact sur la survenue de 1I’anémie chez un individu [141].
Par ailleurs, en zones semi-rural (Makokou), bien qu’une baisse de la moyenne du taux
d’hémoglobine et du nombre de globules rouges a était observée dans les deux groupes, ces deux
parametres hématologiques étaient significativement plus bas chez les enfants symptomatiques
comparés aux asymptomatiques. Cette différence pourrait étre due a une destruction massive de
globules rouges chez les enfants infectés symptomatiques de cette localité et aussi, la moyenne de
densités parasitaire élevée observée chez les enfants symptomatiques pourrait expliquer cette

différence [141]. De méme, la forte prévalence de I'anémie dans les zones rurales pourrait &tre due a




la forte circulation de parasites intestinaux dans ces zones [142]. Bien que la thrombopénie chez les
enfants infectés dans les régions d’Afrique subsaharienne soit trés souvent fréquente [141], notre
¢étude n’a pas relevé de présence de thrombopénie chez les enfants infectés. Mais une différence du
taux de plaquettes a été observee entre les enfants symptomatiques et asymptomatiques a Makokou.
La baisse du taux de plaquettes chez les enfants symptomatiques par rapport aux asymptomatiques
serait le résultat d’'une augmentation de la consommation du taux de plaquettes dans le sang
périphériques chez les enfants infectés. Ce qui confirme les rapports d’études ayant montré une
stimulation des cytokines en réponse aux globules rouges parasités, pouvant activer la cascade de
coagulation, la consommation d'antithrombine 111, la concentration accrue de produits de dégradation
du fibrinogéne (FDP) et l'augmentation de la clairance splénique des plaquettes entrainent une
coagulopathie et une thrombocytopénie chez les patients atteints de paludisme [143]. Dans le groupe
des enfants symptomatiques, seuls les globules rouges, le taux d’hémoglobines étaient
significativement différents entre les 3 localités. Or dans le groupe des enfants asymptomatiques une
différence du taux de globules blancs et du nombre de plaquettes a été observée. Ces résultats
concordent avec les résultats d’études antérieures menées dans différentes régions du Gabon qui ont
montré des profils similaires en termes de paramétres hématologiques selon la surface habitable des
enfants infectés [13, 110].

La prévalence de I’infection plasmodiale a été explorée dans les échantillons
d’enfants symptomatiques et asymptomatiques a Franceville (milieu urbain), Makokou (milieu semi-
urbain) et Lastoursville (milieu rural). Les données présentés ici ont permis de mettre en évidence
une grande différence de prévalence de I’infection plasmodiale entre les trois localités et au sein de
ces trois zones. Cela permet de confirmer et comprendre la disparité des caractéristiques
épidémiologiques de l’infection plasmodiale au niveau du Gabon. En effet, La prévalence de
I’infection plasmodiale était plus élevée en milieu rural et semi-urbain qu’en milieu urbain,
probablement en raison de la différence du niveau socio-economique des enfants résidents dans ces
localités et aussi de la structuration géographique. De plus les enfants vivants en milieu urbain ont
facilement accés aux soins de santé et aux traitements comparés a ceux des zones rurales et semi-
urbaines. Cette disparité a également été mise en évidente par une etude ménée a Libreville, qui
montrait que le niveau d’urbanisation, le type de logement et le niveau socio-économique pourraient
avoir un impact sur la transmimission du parasite [144]. En milieu urbain, la prévalence globale de
I'infection plasmodiale a été estimée a 21,6%. Ces résultats sont en accord avec ceux des études
antérieures menees dans cette méme localité et qui montraient que la prévalence de l'infection
plasmodiale chez I'enfant fiévreux en milieu urbain était d'environ 20% [12]. L’absence de différence
de prévalence entre asymptomatique et symptomatique confirme le faible niveau de circulation du

parasite dans cette localité. Le niveau de prévalence chez les enfants asymptomatiques pourrait




expliquer la stagnation de la prévalence du paludisme depuis 2010 malgré la mise en ceuvre de
politiques de lutte contre les infections au Gabon [12, 13, 110]. Les prévalences globales de I’infection
plasmodiale en milieux semi-urbain et rural étaient comparables a celles décrites précédemment [110,
111]. La proportion d’enfants fébriles portant une infection a plasmodiums Spp en milieux semi-
urbain et rural était significativement plus élevée que celle des enfants non fébriles. Cette observation
peut étre di au fait que dans ces deux localités, la moyenne d’age était significativement variable
entre les enfants infectés, car comme le suggérent certaines études, les infections asymptomatiques
sont plus fréquentes chez les jeunes adolescents et les personnes adultes résidents en zones d’endémie
palustre. Ces jeunes adolescents et les adultes a force d’exposition au parasite ont acquis une
immunité protectrice qui limiterait I’apparition de symptomes, ce qui n’est pas le cas pour les enfants
de moins de cing ans qui sont susceptibles de développer un paludisme [145]. Ces résultats différent
de ceux obtenus dans une étude realisées au Cameroun en milieu semi-urbain qui énonce une
prévalence significativement élevée chez les enfants asymptomatiques (30,7%) comparés aux
symptomatiques (17,8%) [146]. Les prévalences des infections asymptomatiques enregistrées dans
ces 2 milieux restent non négligeables, car les personnes atteintes d’infections plasmodiales
asymptomatiques sont des réservoirs silencieux du parasite et posent un sérieux défi aux efforts de
lutte contre la maladie en raison de leur capacité a maintenir la transmission au sein de la population

a un faible niveau.

L’infection plasmodiale symptomatique était significativement plus élevée en milieu semi-
urbain et rural qu’en milieu urbain, comme le montrait une étude récente [110]. Ceci pourrait étre di
au niveau de connaissance sur le paludisme des personnes vivant en zone urbaine conduisant a une
utilisation plus effective des moyens de prévention, lesquels ont un impact significatif sur la
circulation de Plasmodium et la réduction de la prévalence de I’infection plasmodiale. Ces différences
pourraient étre d’une part attribuée au fait qu’en milieu urbain les populations sont mieux logées que
celles vivant en milieu rural et semi urbain, car il a ét¢ montré qu’un meilleur logement réduirait la
transmission de l’infection plasmodiale. D’autre part, les environnements urbains sont moins
favorables aux especes vectrices, en particulier An. gambiae, qui a une forte préférence pour les eaux
non polluées [147]. La durée de vie d'An. gambiae dans les zones urbaines a été mesurée a moins de
la moitie de sa durée de vie dans les zones rurales (4,1 contre 11 jours) dans une étude a Kinshasa,
République démocratique du Congo [148]. La dispersion des moustiques est également beaucoup
plus limitée dans les zones urbaines en raison de la densité de logement plus élevée [149], ce qui rend
la transmission du paludisme urbain trés focalisée [150]. A Franceville, les populations sont mieux
logées que dans le milieu rural et semi-urbain. Or un logement de meilleure qualité diminue le risque

de paludisme car il minimise les points d'entrée des moustiques pendant la nuit. Pour illustrer cela,

e



une étude en Gambie a montré que les maisons avec des enfants infectés par le paludisme sont plus

susceptibles

Nous avons mis en évidence dans cette étude que I'infection plasmodiale asymptomatique était
élevée dans les zones rurales par rapport aux deux autres localités. Cette observation est étayée par le
fait que les enfants des zones rurales ont développé une immunité antipaludique non stérilisante en
raison d'une longue exposition au parasite. Ce n'est pas le cas des enfants des zones urbaines qui sont
surprotégés. Et donc le fait que la prévalence des infections asymptomatiques soit élevée dans les
zones rurales assure un maintien accru de la prévalence des infections plasmodiales dans cette
localité. Cette étude montre que la prévalence du paludisme au Gabon differe considérablement selon
la situation économique locale, confirmant les données précédentes [111]. Cela peut s'expliquer par
le fait que dans les zones rurales, les antipaludiques sont mal utilisés malgré la disponibilité des ACT.
De mauvaises conditions socio-économiques et une connaissance insuffisante du paludisme

pourraient contribuer a la forte prévalence du paludisme dans les zones rurales.

Nous avons réalise des analyses moléculaires basées sur la méthode de Snounou [119] afin de
déterminer I’espéce plasmodiale en cause. Notre analyse a permis de mettre en évidence trois especes
plasmodiales (P. falciparum, P. malariae, P. ovale) et d’en déterminer les prévalences en termes de
mono et de coinfections. Plasmodium falciparum était responsable de la majorité des infections
plasmodiales avec une prévalence de 91,4% dans I’ensemble, confirmant qu’il s’agit de 1’espéce
majoritaire au Gabon. La prévalence de I’infection a P. falciparum était plus élevee que celle des
autres espéces aussi bien a Franceville, Makokou et Lastoursville, aussi bien dans les isolats
symptomatiques qu’asymptomatiques. P. malariae quant a lui était la deuxiéme espece la plus
répandue. Cette espece a été identifiée en monoinfection en milieu semi-urbain (symptomatique =
1,3%, asymptomatique = 15% (n =3), et en milieu rural (ou les cas de monoinfections a P. malariae
n’ont été signalées que chez les enfants asymptomatiques 6,02%). Des coinfections ont également
été observées entre P. falciparum et P. malariae dans I’ensemble des échantillons analysés. P. ovale
n’a pas été identifié en mono infection mais un cas de coinfections avec P. malariae et P. falciparum
a été mis en évidence chez les asymptomatiques de Franceville. Les résultats de cette étude sont en
accord avec certaines études antérieures réalisées au Gabon, qui montraient déja que les infections a
P. falciparum étaient les plus répandues en milieu urbain, semi-urbain et rural, que I’on soit
symptomatique ou non [11, 14, 116]. Cela suggére que, malgré la réduction du poids du paludisme
au Gabon, la répartition des especes chez les enfants infectés n'a pas changé et que P. falciparum
demeure 1’espéce majoritaire en cause. En revanche, parmi les personnes asymptomatiques vivant
dans les zones rurales du Gabon, il a été recemment rapporté par deux études que P. malariae

représentait 21,9% a 47,6% des cas d’infections plasmodiales. Ces résultats sont en accord avec ceux
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de notre étude qui montrent que la prévalence de cette espece était élevée dans les isolats
asymptomatiques en milieu semi urbain et rural [15, 151]. Cela pourrait suggérer une sélection de P.
falciparum au détriment d'autres espéces en cas d’infection palustre symptomatique. Une autre
explication possible est I’utilisation de différentes méthodes de diagnostic. Délicat-Loembet et al. ont
utilisé le sequencage 454 pour identifier les espéces de Plasmodium, tandis que d'autres auteurs ont
utilisé des méthodes moins sensibles (PCR-RFLP et frottis sanguins avec TDR,) [11, 15, 110]. La
faible sensibilité de la PCR peut étre expliquée par un rendement insuffisant et la faible sensibilité du
jeu d’amorces utilisé. Malgré la non-détection de P. ovale en mono infection dans notre étude, cette
espece est parfois rencontrée a Franceville et nous avons diagnostiqué un cas de coinfection a P.
ovale/P. falciparum/ P. malariae au cours de cette étude. Nous confirmons que P. vivax ne circule
pas chez I'nomme dans le Sud-Est du Gabon. Toutes ses observations pourraient s’expliquer par la
sélection de certains clones parasitaires plus virulents que d’autres et susceptibles d’induire la
maladie. Et aussi par le fait que P. falciparum serait plus apte a induire la symptomatologie que les

autres especes.

L'analyse du profil génétique de Plasmodium Spp., obtenu aprés PCR, en fonction du type
d’infection, peut fournir des informations utiles sur les caractéristiques de certains clones parasitaires
spécifiques afin de concevoir des stratégies d'intervention ciblant les facteurs de virulence [152]. Il a
été demontre que la plupart des alleles fluctuent considérablement au fil des ans et peuvent varier
d’une région endémique a une autre [153]. La présente etude est la premiere a évaluer les facteurs de
virulence de Plasmodium Spp en milieu urbain, rural et semi-urbain chez des enfants

asymptomatiques et symptomatiques dans le Sud-Est et le Nord-Est du Gabon.

De facon globale, les résultats de notre étude ont montré que les trois familles alléliques K1,
Mad20 et Ro33 du gene msp-1 et les deux familles alléliques 3D7 et FC27 du gene msp-2 étaient
présentes dans les trois sites d’étude. La distribution de ces familles alléliques était différente en
fonction du site, les familles alléliques Mad20 et Ro33 étaient plus fréquentes en milieux urbain qu’en
milieu semi urbain et rural. Et la fréquence de 3D7 était plus importante que celle de FC27 en milieu
semi-rural. Cela confirme 1’hypothése selon laquelle la fréquence des familles alléliques des génes
msp-1 et msp-2 pourrait varier entre les localités et méme au sein de la méme localité [123, 154, 155].
Les familles alléliques K1, Mad20 et FC27 étant les plus fréequemment rencontrées. Des etudes
réalisées au Gabon, au Burkina Faso et en Cote d’lvoire ont décrit une fréequence élevée des familles
alléliques K1 et 3D7, mais dans cette étude la fréquence de la famille allélique FC27 y était inférieure
acelle de 3D7 [154, 155]. La famille allélique Mad?20 était la plus fréquente dans les isolats d’enfants
symptomatiques par rapport aux asymptomatiques, dans 1’ensemble des échantillons aussi bien en

milieu urbain que rural. Cette famille allélique pourrait jouer un réle important dans le paludisme
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symptomatique, du moins au Gabon. Ceci est différents des données décrites dans la littérature car
les familles allélique Klet 3D7 ont souvent été associées a I’infection symptomatique [154] que
FC27. La fréquence des familles alléliques FC27 et 3D7 n’était pas différente entre symptomatiques
et asymptomatiques, ce qui prouve qu’il n’existerait pas des variant spécifiques de msp2 qui
pourraient étre associés au statut clinique. Ces résultats sont appuyes par des études qui ont montré
qu’il n’y avait pas d’association entre les familles alléliques FC27 ou 3D7 et le type d’infection [156] .
A P’inverse, une autre étude a rapporté une fréquence de la famille "allélique FC27 deux fois plus
élevée dans les isolats symptomatiques par rapport aux asymptomatiques [61]. Cependant, d’autres

études sont nécessaires pour clarifier I’interprétation de ces résultats.

Dans I’ensemble, notre étude a rapporté une forte diversité génétique avec quarante-sept (47)
génotypes pour le gene msp-1 et 44 génotypes pour le gene msp-2 chez les parasites retrouvés dans
le Sud-Est et le Nord-Est du Gabon. Ces différents génotypes étaient répartis comme suit, 23 alléles
Klet Mad20 1 allele Ro33 (tailles de fragment 195-600pb) pour le gene mspl. Dans le gene msp2,
19 alléles pour 3D7 (plage de fragments de et 27 alléles différents pour FC27 (plage de fragments de
394-600pb) ont été mis en évidence. Cette observation est cohérente avec celle de certaines études
menées dans différents pays d’endémie palustre en Afrique [85, 124, 154]. La forte diversité
génétique des parasites peut étre liée a la forte prévalence de I’infection plasmodiale dans la zone
étudiée ou des prévalences allant de 20% a environ 70% ont été trouvée [110]. Cette grande diversité
observée pourrait également étre associée au risque élevé d’étre infecté par plusieurs clones
parasitaires de génotypes différents. De méme la mise en place des méthodes de lutte et I’utilisation
d’antipaludique pourraient aussi entrainer une forte diversité génétique [123]. Trente-un (31) et
Vingt-huit (28) alléles différents du géne msp-2 ont été identifiés dans les isolats d’enfants
asymptomatiques et symptomatiques respectivement. La fréquence allélique de 3D7 et de FC27
n’était pas significativement différente entre les isolats d’enfants symptomatiques et
asymptomatiques. Cela suggére que la diversité allélique de FC27 et 3D7 dans les deux groupes était
laméme et qu’il n’y a pas de lien entre 1’état clinique et le polymorphisme de ces all¢les. Pour le gene
mspl, 29 génotypes différents et 36 génotypes différents ont été identifiés dans les isolats d’enfants
asymptomatiques et symptomatiques respectivement. Les variants alléliques de type K1 et Mad20
avaient des fréquences similaires entres les isolats d’enfants asymptomatiques et symptomatiques.
Suggérant un polymorphisme élevé de cet allele dans les isolats asymptomatiques et symptomatiques.
Ce résultat est différent de celui d’autres études qui ont mis en évidence un lien entre I’infection
asymptomatique et le polymorphisme de 1’allele K1 [70, 85]. Les différents génotypes des alléles des
génes msp-1 et msp-2 identifiés a la fois dans les isolats symptomatiques et asymptomatiques
n’avaient pas de fréquences significativement différentes. Cela suggére que le statut cliniques des

enfants inclus dans 1’étude n’était pas liés au polymorphisme génétique., Cela corrobore les résultats
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d’une étude qui ont montrés que , certains génotypes ont été trouvés avec des frequences élevés dans
les isolats symptomatiques et asymptomatiques mais qui n’étaient pas différents entre les deux
groupes [155, 157] . En effet, le polymorphisme génétique est fortement affecté par le niveau
d’endémicité. Avec une forte endémicité, les infections et croisements multiclonaux sont
prédominants [124]. Par ailleurs, 12 génotypes Mad20, 8 génotypes FC27, 4 génotypes K1 et 8
génotypes 3D7 ont été uniquement retrouvés dans les isolats symptomatiques. Et 4 génotypes K1, 3
génotypes Mad20, 7 génotypes FC27 et 5 génotypes 3D7 différents ont été uniquement retrouvés
dans les isolats asymptomatiques. Ces résultats confortent 1’idée selon laquelle, certains clones
parasitaires pourraient étre responsables de 1’état clinique d’un individu. Cependant, le lien entre 1’état
clinique et un génotype quelconque de P. falciparum reste un sujet a controverse. Car, de nombreuses
¢études ont montré que la présence d’épisodes palustres subséquents pourrait étre due a de nouveaux

parasites infectieux [126].

Un polymorphisme génétique élevé au sein des familles alléliques des génes mspl et 2 a été
observé dans les isolats de Franceville (27 alléles pour msp-let 17 alleles pour msp-2 identifies), de
Lastoursville (22 alléles) pour msp-1 et 20 alleles pour msp-2) et de Makokou (18 alléles msp-2 et 17
alleles msp-1). Nos résultats sont inférieurs a ceux décrits a Libreville (30 alléles), & Dielmo au
Sénégal (33 alleles) en 1995 et au Burkina Faso en 2009 (41 alleles) de et identique a ceux de
Bakoumba pres Franceville (25 alléles) en 1999 [71, 114, 124]. Cette diversité allélique pourrait étre
expliquée par le fait que la diversité génétique de P. falciparum varie d’une région a une autre et au
sein d’'une méme population [71]. Certains génotypes étaient communs entre Lastoursville et
Franceville, puis entre Makokou et Lastoursville, enfin entre les trois localités. Cette observation
pourrait amener a tirer la conclusion selon laquelle certains génotypes pourraient facilement circuler
entre Franceville et Lastoursville du fait de la proximité de ces deux villes. Aussi le faciés
démographique de Lastoursville et de Makokou étant presqu’identique, il n’est donc pas étonnant que
ces deux localités partagent un plus grand nombre de génotypes parasitaires par rapport a Franceville
et Makokou. Cette différence de fréquences alléliques dans les trois localités pourrait également étre
due a la différence de Prévalence observée ici. En effet en milieu semi-urbain et rural la prévalence

de I’infection plasmodiale était plus élevée qu’en milieu urbain.

Le nombre de génotype msp-1 et msp-2 par isolat variait de 1a 5 et de 1a 4 respectivement.
La MOI est un indicateur du niveau de transmission du paludisme car il devait étre plus élevé dans
les zones a forte transmission et bas dans les zones a faible transmission [158]. Notre étude est en
phase avec cette hypothese car des MOls élevés ont été trouvés dans toutes les localités avec des
valeurs allant de 1,96 a 2,78. La MOI pourrait également étre un indicateur utile de I'état immunitaire.

Il a été suggéré que le MOI était associee aux symptOmes des infections a Plasmodium [159,




160]. Cependant, bien que la MOI était éleve dans toutes les localités, aucune différence significative
de MOI entre symptomatiques et asymptomatiques, chez P. falciparum n’a été mise en évidence dans
notre étude. Cette valeur élevée de MOI pourrait s’expliquer par le fait que la transmission du
paludisme pourrait étre élevée dans les zones étudiées du fait de la prévalence élevée de P. falciparum

observée dans cette étude.

De plus, une diversité génetique forte a été trouvée dans notre étude avec un indice de diversité
(He) allant de 0,6 4 0,9 pour les deux génes. La valeur d’He était plus importante pour msp-2 comparé
a msp-1. Par ailleurs, I’indice de diversité n’était pas significativement différent entre les sites, et
entre les deux statuts cliniques pour les deux genes. Ce manqgue de variabilité entre les niveaux de
diversités génétiques observées a I’intérieur du pays n’est pas en conformité avec les parametres
épidémiologiques locaux du pays. Car on s’attend a ce que le niveau de diversité soit élevé dans les
zones a forte transmission. De plus, La diversité génétique des deux marqueurs combinés suit plus ou
moins un gradient du Sud au Nord : la diversité était premiérement plus importante a Franceville puis
a Lastoursville et enfin @ Makokou. Dans cette étude 1’He ne reflete pas le niveau de prévalence, car
ici la prévalence de I’infection plasmodiale était la plus importante a Lastoursville et Makokou par
rapport a Franceville. Des résultats contraires ont été trouvés au Sénégal et au Mali ou les valeurs
d’He augmentent avec le gradient de transmission du nord au Sud [161]. L’Hétérozygotie élevée
observée dans ces localités pourrait indiquer une réduction de 1’expansion clonale et une
augmentation de la diversité génétique dans ces localités. Cela signifierait également que la diversité
génétique de P. falciparum augmenterait dans les zones a forte transmission et diminuerait lorsque la

transmission régresse [162].

Concernant le Fst, nous avons trouvé des différenciations génétiques modérées des
populations parasitaires de P. falciparum entre les trois sites. Les valeurs moyennes de Fst trouvées
entre les populations de P. falciparum montrent qu’il existerait une plus grande proximité des
populations entre Franceville et Lastoursville puis entre Lastoursville et Makokou. Mais une
différence plus importante de différenciation génétique a été observée entre Franceville et Makokou.
Ce résultat est cohérent avec la proportion de génotypes communs aux divers sites. Ces données
révelent également un flux de genes entre les populations parasitaires de Franceville et Lastoursville
facilité par de vastes migrations humaines entre Franceville et Lastoursville et provoquant ensuite le
déplacement du vecteur. De plus, la plus grande proportion de partage d’alléles a été observée entre
Franceville et Lastoursville, puis entre Lastoursville et Makokou. Bien que nos résultats soient
supérieurs a ceux du Sénégal, confirment qu’il pourrait exister un flux de génes entre populations
parasitaires facilité par des événements de migration humaine entre régions endemiques et facilitant

le déplacement du vecteur [163, 164]. Des ¢tudes de différenciation génétique n’ont pas encore été




réalisées dans nos différentes localités, mais des études réalisées dans d’autres pays, ont signalé un
manque de différenciation génétique [158, 165]. C’est le cas de notre étude car I’étude du flux des
populations parasitaires entre symptomatiques et asymptomatiques a permis d’observer une grande

proximité des populations entre les deux groupes cliniques (Fst = 0.03134).

Nous avons par la suite analyse le gene amal chez P. malariae et P. falciparum, sur les 48
échantillons amplifiés seuls 8 étaient Tous étaient mono infectés et provenaient des échantillons
asymptomatiques de Lastoursville. Ce géne n’a pas été amplifié dans les isolats de P. malariae a
Makokou et & Franceville. Ce résultat nous donne une idée limitée sur la diversité allélique d’amal
de P. malariae. Nous confirmons les résultats d’une étude récente qui a montré une faible variabilité
du géne Pmamal [125] . La faible variabilité de ce gene dans les isolats de notre étude pourrait étre
compatible avec un faible taux de transmission et de prévalence de P. malariae dans les localités ou
ce géne a été amplifiés. Et vu le faible nombre d’échantillons positifs il serait donc difficile d’établir

un lien entre ce marqueur et la virulence de Plasmodium Spp.

Contrairement aux études précédentes réalisées au Gabon, un séquencage des alleles K1,
Mad20 et RO33 du gene msp-1 basé sur la méthode de Sanger [127] a été réalisé afin de mieux
appreécier la diversité génétique de populations parasitaires et voir s’il existerait des clones particuliers
responsables de la virulence. Dans cette étude les tailles de fragments amplifiés étaient trés variables,
montrant un important polymorphisme de longueur taille, comme cela a été le cas au Cameroun [166].
Cependant, le séquencage et 1’alignement des séquences ont confirmé un polymorphisme d’identité.
Ainsi lors de I’alignement de séquences une forte similitude a été observée entre les isolats analysés
ici et ceux provenant d’autres pays notamment la Thailande la Malaisie [131, 166, 167], le Myanmar,
la Papouasie Nouvelle Guinée, la Centre Afrique [132-135]. Les séquences des alléles K1 et RO33
ont montré une forte similitude entre certains isolats asymptomatiques d’une part et symptomatiques
d’autre part. Cette observation est confirmée par 1’analyse d’arbres couvrant le minimum de
vraisemblance (minimum spanning tree) qui a permis de mettre en évidence certaines grappes se
regroupant en fonction de la symptomatologie. Par ailleurs, bien que des groupes de séquences
appartenant soit aux échantillons symptomatiques ou asymptomatiques uniquement ont été détectés
dans les séquences des alléles K1 et RO33, ces observations ne nous permettent pas de dire s’il
existerait des clones particuliers responsables du type d’infection. Car le fait que la majorité des
séquences homologues appartenant a ces différents groupes, soient identifiées dans la méme localite,
pourrait tout simplement traduire une circulation accrue de ces parasites au sein de cette localité.
D’autres analyses sont donc utiles afin de déterminer s’il existerait des clones parasitaires
responsables de I’infection symptomatique ou asymptomatiques, car a ce stade de notre analyse

aucune conclusion ne peut étre tiree.







Conclusion et Perspectives
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Cette etude est une contribution a I’épidémiologie de I’infection plasmodiale et de la
distribution des especes infectant ’'Homme dans le Sud-Est du Gabon, notamment a Lastoursville,
Makokou et Franceville. La particularité de ce travail est qu’il est le premier qui a permis non
seulement de comparer la prévalence de I’infection plasmodiale en fonction du profil social et de la
symptomatologie clinique en milieux urbain, rural et semi-rural, mais aussi d’apporter des
informations nécessaires sur la distribution des espéces plasmodiales et la diversité génétique de
Plasmodium SPP., sur le role des différents marqueurs de virulence dans 1’apparition ou 1’absence de
symptdmes chez les enfants infectés. La prévalence de I’infection plasmodiale variait d’un milieu a
un autre selon que I’on soit asymptomatique ou pas. Elle était plus élevée en milieu rural et semi rural
chez les enfants symptomatiques. Mais chez les enfants asymptomatiques une haute prévalence a été
mise en évidence en milieu rural par rapport aux milieux urbain et semi-urbain. En milieu urbain, la
prévalence de I’infection plasmodiale chez les symptomatiques était stable comparé aux études
antérieures dans cette localité. Et cette prévalence n’était pas différente entre symptomatiques et
asymptomatiques. En milieu semi urbain et rural, des hautes prévalences ont été mise en évidence. Et
ces prévalences étaient plus élevées chez les enfants symptomatiques. Il serait nécessaire d’accentuer
les programmes de lutte, de favoriser I’acces aux soins de santé, d’éduquer les populations sur les
méthodes de luttes, en milieux rural et semi-rural. Et aussi de prendre en charge I’infection
plasmodiale asymptomatique dans les trois localités. L’age moyen des enfants infectés variait non
seulement d’une région a une autre, mais aussi entre symptomatiques et asymptomatiques au sein de
la méme localité. Les parameétres hématologiques étaient différents entre deux localités et aussi dans
la méme localité entre symptomatiques et asymptomatiques. L’espéce majoritaire dans les trois
localités, était P. falciparum, suivie de Plasmodium malariae. Des coinfections avec P. malariae et
P. ovale ont été identifiées. P. vivax n’a pas été mis en évidence dans notre étude. Bien qu’une grande
diversité genétique ait été observée avec les génes msp-1 et msp-2 dans les trois localités chez P.
falciparum, et certains clones parasitaires aient été détectés soit dans les isolats symptomatiques, soit
dans les isolats asymptomatiques, le lien avec la virulence n’est pas clairement défini. Par ailleurs
aucune variabilité génétique n’a été observée au sein des génes msp-1 et ama-1 analysés chez P.

malariae, et aucun lien avec la virulence n’a pu étre établi.
Au vu de ce qui précede, nous préconisons donc :

- D’augmenter I’effectif des enfants asymptomatiques a Franceville et Makokou, pour une
meilleure comparaison.

- Explorer d’autres méthodes telles que les microsatellites et le séquengage par les NGS
notamment de 1’Hiseq pour mieux analyser les marqueurs de virulence et si possible établir

un lien entre la virulence et certains clones parasitaires.
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De réaliser le séquengage d’un plus grand nombre d’échantillons des différents blocs

entiers des trois génes amplifiés au cours de cette étude.
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Figure complémentaire 1 : Schéma d’amplification du géne msp-1
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Figures complémentaire 2: Schéma d’amplification du géne msp-1
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RESUME

Le paludisme reste un fardeau dans diverses régions du monde. Si les infections symptomatiques sont diagnostiquées et traitées, le
portage asymptomatique reste mal connu et son implication dans le maintien de la transmission est tres forte. Parmi les cing espéces
de Plasmodium capables d’infecter I’'Homme, Plasmodium falciparum est la plus répandue et la plus virulente, car elle est responsable
de la quasi-totalité de la mortalité liée a cette endémie. Ainsi donc pour caractériser la virulence des especes plasmodiales, plusieurs
marqueurs tels que MSP (1,2), AMA 1 impliqués dans I’invasion érythrocytaire, et également considérés comme des antigénes
candidats vaccins ont été étudiés. Le Gabon est une zone d’endémie palustre ou la transmission reste pérenne et 1’espéce majoritaire
est Plasmodium falciparum. Des récentes études ont mis en évidence des hautes prévalences de Plasmodium malariae en milieu rural
chez des enfants asymptomatiques. L’objectif de cette étude était donc déterminer ’espéce plasmodiale la plus apte a induire la
symptomatologie palustre en fonction du contexte socio-économique dans le sud-est du Gabon.

Au total 2381 enfant, gé de 6 mois a 15 ans provenant de trois localités (Franceville, Makokou, Lastoursville) du Sud-Est du Gabon
ont été inclus dans cette étude. Une numération formule sanguine, une goutte épaisse et/ou un TDR ont été réalisés sur les échantillons
recueillis dans trois localités. Les échantillons ont ensuite été analysés par PCR classique suivie d’une PCR nichée selon la technique
de Snounou pour identifier I’espéce en cause. Les génes msp (1,2) et ama-1 ont été amplifiés. Puis le gene mspl de Plasmodium
falciparum a été génotype par la méthode de Sanger aprés purification sur gel des bandes d’ADN. Les analyses statistiques ont été
faites en utilisant le logiciel R version 3.5.0, les séquences ont été analysées avec les logiciels Bioédit et MEGAX, puis avec Blast. Les
analyses de génétique de population ont été effectuées a I’aide des logiciels FSTAT et Genetix. Puis des minimums spanning Tree ont
été inféré a I’aide du logiciel Phyloviz version online.

L’age moyen des enfants symptomatiques ¢était plus élevé a Franceville (75,18+3,6 mois) par rapport & Makokou (4442 mois) et
Lastoursville (34,01+2 mois). L’age moyen des enfants infectés asymptomatiques était significativement plus élevé a Makokou (11348
mois) que dans les deux autres localités (Franceville 107,5+5,1 mois et Lastoursville (5912 mois). Dans chaque localité, on note un
age moyen élevé chez les enfants infectés asymptomatiques comparé aux symptomatiques. Les paramétres hématologiques variaient
significativement d’une région a une autre et en fonction de la symptomatologie. La prévalence globale de I’infection plasmodiale a
été estimée & 40% (952/2381) dans le Sud-Est du Gabon. A Franceville (milieu Urbain) la prévalence de I’infection plasmodiale n’était
pas significativement différente entre symptomatiques (22,7%) et asymptomatiques (16,1%, n = 23/143), P>0,05. Par contre la
prévalence de I’infection plasmodiale symptomatique était plus élevée que celle des asymptomatiques en milieu semi-urbain, et rural.
Une haute prévalence de I’infection plasmodiale symptomatique a été mise en évidence chez les enfants infectés en zone rurale et semi
rural. Quant a I’infection asymptomatique elle n’était pas significativement différente entre les zones urbaines et semi-urbaines, mais
plus haute en zone rurale. Notre analyse a permis de mettre en évidence trois especes plasmodiales (Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale). Plasmodium falciparum était 1’espéce majoritaire (91,4%, n = 651/712), et sa prévalence
n’était pas significativement différente aussi bien entre symptomatiques et asymptomatiques qu’entre les trois localités. Suivie de P.
malariae (2,8%, n = 20/712) et des coinfections. En milieux rural et semi-rural une prévalence de Plasmodium malariae plus ou moins
haute a été mise en évidence chez les enfants asymptomatiques comparés aux symptomatiques. La caractérisation de la virulence avec
les marqueurs Mspl et 2, a permis de mettre en évidence un important polymorphisme génétique au sein de ces deux génes aussi bien
chez les symptomatiques que chez les asymptomatiques dans les trois localités. La fréquence des la familles alléliques K1 et Mad20
FC27 était significativement plus élevée que celle de RO33 et 3D7(P<0,05 et la famille allélique Mad20 s’est avéréee plus fréquente
dans les isolats symptomatiques comparés aux asymptomatiques. De plus, les familles alléliques Mad20 et Ro33 étaient plus fréquentes
en milieu urbain qu’en milieu semi urbain et rural. De plus, 12 génotypes Mad20, 8 génotypes FC27, 4 génotypes K1 et 8 génotypes
3D7 ont été uniquement retrouves dans les isolats symptomatiques. Et 4 génotypes K1, 3 génotypes Mad20, 7 génotypes FC27 et 5
génotypes 3D7 différents ont été uniquement retrouvés dans les isolats asymptomatiques. Le nombre de génotype msp-1 et msp-2 par
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isolat variait de 1a 5 et de 1a 4 respectivement et la valeur de MOI a varié de 1,95 a 2,78 mais sans aucune différence entre localités et
entre les différents statuts cliniques. La diversité génétique était élevée avec un indice de diversité (He) allant de 0,6 a 0,9 pour les
deux génes. La valeur d’He était plus importante pour msp_2 comparé & msp-1. Par ailleurs, I’indice de diversité n’était pas
significativement différent entre les sites, et entre les deux statuts cliniques pour les deux genes. L’indice de fixation estimée (Fst)
mesurant la différenciation, de la population parasitaire due a la structure génétique a chaque site était de 0.08202, 0.10413 et de
0.13634 entre Franceville (milieu urbain) et Lastoursville (milieu rural), puis entre Lastoursville et Makokou (milieu semi-urbain)
enfin entre Franceville et Makokou respectivement. Le séquencage et 1’alignement des génes ont confirmé un polymorphisme
d’identité. Les séquences des alléles K1 et RO33 ont montré une forte similitude entre certains isolats asymptomatiques d’une part et
symptomatiques d’autre part. Cette observation est confirmée par 1’analyse d’arbres couvrant le minimum de vraisemblance (minimum
spanning tree) qui a permis de mettre en évidence certaines grappes se regroupant en fonction du statut clinique et de la localité.

En conclusion, une augmentation de 1’4ge moyen a été mise en évidence dans cette étude. Une haute prévalence de I’infection
plasmodiale a été énoncée dans les zones rurales et semi rurales chez les enfants symptomatiques. Plasmodium falciparum reste
I’espéce parasitaire majoritaire aussi bien chez asymptomatiques que chez les symptomatiques. La prévalence de P. malariae était
haute en milieu semi-urbain et rural chez les enfants asymptomatiques par rapport aux symptomatiques. Bien qu’un important
polymorphisme des génes MSP(1,2) ait été mis en évidence chez Plasmodium falciparum, aucune relation claire n’a été établie entre
la symptomatologie clinique et I’espéce en cause, mais les différents alléles se sont regroupés en fonction de la localité. 1l serait donc
nécessaire de réaliser d’autres analyses en utilisant des méthodes telles que les microsatellites et/ou le séquengage a haut débit par les
NGS.
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