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INTRODUCTION



1. INTRODUCTION

Le paludisme ou malaria est une parasitose causée par un hématozoaire du genre Plasmodium,
transmis a I’humain principalement par la piqQre de moustique infecté du genre Anophéles. A
ce jour six especes plasmodiales sont rencontrées chez I’homme : Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale (P. ovale curtisi et P. ovale

wallikeri), Plasmodium knowlesi et Plasmodium cynomolgi [1].

Le paludisme demeure un fardeau majeur de santé publique. Malgré les efforts considérables
déployés depuis plus d’un demi-siecle pour le contréler et 1’éradiquer, cette maladie parasitaire

touche encore plus de 40% de la population mondiale.

En 2023, selon ’OMS il a été estimé a 263 millions, le nombre de cas de paludisme dans le

monde dont 597 000 déeces , soit une hausse de 11 millions de plus qu’en 2022 [1].

Le continent Africain porte la plus lourde conséquence avec 95 % de déceés dus au paludisme
en 2023. Les enfants de moins de 5 ans sont les premieres victimes de la maladie avec 76 %

des déces dus au paludisme survenant dans cette classe d’age [1].

Au Mali, le paludisme constitue la premiére cause de morbidité avec 34% des motifs de
consultations et une forte mortalité chez les enfants de moins de 5 ans. Selon le Systeme local
d'information sanitaire (SLIS), le nhombre de personnes atteintes du paludisme au Mali ne
diminue pas. En 2022, plus de 2,6 millions de cas ont été confirmés de paludisme sur le

territoire [2].

Selon le méme rapport, SLIS a enregistré 3 204 275 de cas confirmés de paludisme dont 2 156
330 cas simples et 1 047 945 cas graves avec malheureusement 1 480 cas de déces.
Sur le plan économique, le paludisme affecte la croissance économique annuelle de notre pays
d’environ 1,3%. Les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes sont les couches les plus
affectées[3].

Pour réduire I’utilisation abusif et non adaptée des médicaments antipaludiques, éviter
I’augmentation de la pression médicamenteuse conduisant au développement et a la
propagation des parasites résistant aux traitements, I’OMS recommande depuis 2009, que tout
cas suspect de paludisme soit confirmé par un examen biologique avant 1’instauration d’un

traitement[4].
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Bien que la Goutte Epaisse (GE) demeure la méthode de référence pour la confirmation du
diagnostic, cette recommandation a conduit a une utilisation élargie des Tests de Diagnostic
Rapides (TDR) qui sont devenus des outils de diagnostics de choix dans les zones reculées et

limitées en termes de plateau de technique.

Au Mali, le diagnostic du paludisme repose principalement sur ces TDR, représentant environ
90% des tests effectués. Les TDR permettent entre autres la détection du Plasmodium par la
recherche de la protéine riche en histidine 2 et 3 (HRP2 et HRP3) par réaction croisée, le lactate
déshydrogénase (pLDH) et 1’aldolase. Ces TDR présentent quelques avantages telques : la

rapidité, la simplicité, la facilité de manipulation et le co(t.

Selon le rapport de I’OMS 2021, 275 millions de TDRs ont été distribués par les différents

programmes nationaux.

Le SLIS rapporte en moyenne 4 millions de TDR HRP2 par année pour le diagnostic du
paludisme au Mali. Les tests utilisés en routine ciblent 1’antigéne HRP2 présent chez le P.
falciparum qui est le parasite le plus fréquent et dont I’accumulation dans le sang facilite la

détection.

Cependant on constate 1’émergence des souches de P. falciparum présentant une délétion du

géne pfhrp2 et/ou pfhrp3, qui peut les rendre indétectables par ces TDRs.

Cette émergence fait courir le risque d’accroitre le nombre de résultats faussement négatifs, des
erreurs de diagnostic avec des conséquences pour les patients s’ils ne regoivent pas un

traitement antipaludique adéquat.

La premiére identification de parasites P. falciparum porteurs de délétions des genes Pfhrp2/3
fut faite en 2010, dans le bassin Amazonien péruvien par Gamboa et collaborateurs [5].
Depuis, des analyses rétrospectives menées sur des parasites dans la région du Loreto de
I’ Amazone péruvienne ont révélé une augmentation progressive de la prévalence des parasites
porteurs de la délétion sur les genes Pfhrp2/3. Ainsi la prévalence est passée de 20,7 % pour
les parasites collecteés de 1998 a 2001 a 40,6 % pour ceux collectes de 2003 a 2005 [5].

Cette prévalence varie selon les régions géographiques endémique au paludisme. Des études
menées dans d’autres pays, notamment en Inde[6], au Mali[7], au Honduras[8], au Ghana[9],

en Colombie[10,11] , au Myanmar[12], au Surinam[13], en Guyane[8] et au Sénégal[14], ont
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obtenu des estimations nettement inférieures au seuil critique de 5% défini par I’OMS comme

le seuil a partir duquel ’utilisation du TDR HRP2 devrait étre reconsidérer.

Plus récemment en Afrique, la prévalence des délétions doubles des génes Pfhrp2/3 a un taux
remarquablement élevé fut observé en Erythrée (2018) chez 80 % des parasites [15]. Depuis,
des cas sporadiques de délétion ont été détectés au Mali et nous nous sommes proposés dans
cette étude de faire une évaluation a 1’échelle du pays des cas de délétion des genes Pfhrp2 et

Pfhrp3 pour surveiller I’émergence des parasites P. falciparum présentant ces délétions.
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2. OBJECTIFS
2.1 Objectif général :

Evaluer la délétion de Pfhrp2 et Pfhrp3 dans des échantillons discordants a Plasmodium

falciparum par les tests de diagnostic rapide au Mali.
2.2 Objectifs spécifiques :

1) Déterminer la fréquence des échantillons discordants par district.

2) Déterminer la prévalence de la délétion Pfhrp2 et Pfhrp3 dans les échantillons
discordants.

3) Mesurer la prévalence de la double délétion Pfhrp2/3 dans les échantillons

discordants.
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3. GENERALITES :
3.1 Définition :

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due a la présence et au
développement dans le foie puis dans les hématies d'un hématozoaire du genre Plasmodium. I

est transmis a I'nomme par la piqure infectante du moustique femelle du genre Anopheles [16].
3.2 Epidémiologie :

L’¢épidémiologie du paludisme est extrémement variable d’une zone géographique a une autre.
Cette hétérogénéité est sous la dependance de nombreux facteurs notamment la distribution des
anopheles et leur capacité vectorielle, ainsi que les caractéristiques biologiques des parasites.

Un autre facteur extrémement important est le role de I’immunité mais aussi le climat. Méme
si le paludisme entraine la mort d’un trés grand nombre de personnes chaque année, la mortalité
est faible par rapport au nombre présumé d’accés palustres survenant sur une méme période.
La réponse clinique a I’infection est extrémement variable allant de 1’infection asymptomatique

a la survenue d’un accés grave pouvant entrainer la mort du patient[17].
3.2.1 Dans le Monde :

Le paludisme sévit dans les régions intertropicales dont les trois principales zones a forte

transmission sont I’ Afrique subsaharienne, 1’Asie du Sud-Est et I’Amérique du Sud[18].
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Figure 1 : Carte des pays endémiques du paludisme dans le monde en 2025

3.2.2 En Afrique :

Les différents facies épidémiologiques du paludisme en Afrique

Il existe schématiquement cing facies épidémiologiques du paludisme en Afrique :

Le faciés équatorial dans la forét et les savanes post-forestieres : paludisme stable avec
transmission pérenne et prémunition forte dés I'age de 5 ans ;

Le faciés tropical dans les savanes humides : paludisme stable avec transmission
saisonniére longue > 6 mois et une prémunition établie a 10 ans ;

Le faciés sahélien des savanes seches et des steppes : paludisme instable avec
transmission saisonniere courte < 6 mois (par exemple : ao(t a novembre au Mali),
prémunition plus longue a établir liée a la régularité de la transmission ;

Le paludisme austral des plateaux du sud de I'Afrique : paludisme instable a
transmission saisonniére, immunité apparemment peu solide, risque d'épidémies ; Le

paludisme des montagnes entre 1000 et 1500m : paludisme instable avec transmission

___________________________________________________________________]
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limitée par la température (cap des 18°C), peu ou pas d'immunité, épidémies violentes
(exemple : Burundi), grandes variations interannuelles en fonction de la température et de
la pluviométrie, impact du réchauffement climatique.
Ces facies, pouvant coexister dans un méme pays, ils permettent de définir la stratégie
d’administration de la chimio prophylaxie selon la région visée et/ou la période de

I’année[19].
3.2.3 AuMali :

Au Mali, le paludisme est de type saisonnier c'est-a-dire que la transmission est endémique avec
un pic saisonnier pendant la saison des pluies. Il y a une extréme variabilité de la situation
épidémiologique qui est fonction des faciés géo climatiques.
Il existe différents niveaux épidémiologiques de transmission du paludisme suivant la
stratification recommandée par I’OMS [20].
Apres ajustement avec le taux de fréquentation, ’incidence ajustée du paludisme a 1’échelle
district sanitaire en 2019 selon la classification de I’OMS, se présente comme suit (Figure 2) :
e 12 sur 75 districts sanitaires dans la zone de transmission trés faible dont aucun district
sanitaire n’avait moins de 5 cas pour 1000 personnes-année ; 7 districts sanitaires avec
incidence entre 5 et 50 cas pour 1000 personnes-année et 5 districts sanitaires avec
incidence entre 50 et 100 cas pour 1000 personnes-année ;
e 19 sur 75 districts sanitaires dans la zone de transmission faible ;
e 20 sur 75 districts sanitaires dans la zone de transmission modérée ;

e 24 sur 75 districts sanitaires dans la zone de forte transmission.
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Figure 2 : Incidence annuelle du paludisme ajustée au taux d'utilisation des établissements de

santé dans 75 districts sanitaires du Mali, 2019

(Source : Cissoko M et al 2022)

3.3 Agent pathogene et vecteur :
3.3.1 Agent pathogéne :

On compte 6 espéces différentes de Plasmodium transmissibles a I’Homme :

- Plasmodium falciparum majoritaire sur le continent africain. C’est le plus virulent, il
cause pres de la moitié des déces liés au paludisme.

- Plasmodium vivax qui coexiste avec falciparum. Il est surtout présent en Asie,
Amérique latine et certaines régions d’Afrique.

- Plasmodium ovale est surtout localisé en Afrique de 1’Ouest. Il n’est pas mortel, mais
peut causer des rechutes plusieurs années apres la premiére infection.

- Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi sont moins fréquents[21].

.______________________________________________________________________]
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- Le premier cas connu de paludisme a Plasmodium cynomolgi naturellement acquis chez
I'nomme a été décrit en 2014[22]

3.3.2 Vecteur :

Les moustiques (Diptera : Culicidae) constituent la plus importante famille de vecteurs d’agents
pathogénes. Un vecteur n’est pas une simple seringue récupérant un agent pathogeéne chez un
vertébré pour I’injecter a un autre. C’est un point de passage obligatoire pour la diffusion de
I’agent pathogéne qui va soit « simplement » s’y multiplier (virus) ou y assurer une part de son
cycle (parasites). Les moustiques ont une vie aquatique au stade larvaire puis aérienne au stade
adulte. Parmi eux figurent les anophéles, vecteurs de Plasmodium sp, parasite responsable du
paludisme. Il existe environ 500 espéces d’anophéles, dont une cinquantaine capable de
transmettre le paludisme a I’homme. Dans la pratique, 20 espéces assurent ’essentiel de la
transmission dans le monde. Les autres ne participent pas a la transmission soit parce qu’ils
piquent de préférence 1’animal, soit parce qu’ils sont réfractaires aux Plasmodium ou a une
souche de Plasmodium. Il existe une grande variation dans la capacité des différentes especes
d’anopheles a transmettre les différentes espéces plasmodiales. Pour des espéces d’anopheéle et
de Plasmodium données, il existe aussi souvent des différences sensibles de capacité a
transmettre, selon 1’origine géographique. Cette capacité est déterminée génétiquement. Selon
les zones géographiques, on distingue des vecteurs principaux a grande répartition
géographique, des vecteurs d’importance locale et des vecteurs secondaires dont le rdle reste a

préciser [23].

Figure 3 : Anophele femelle prenant son repas sanguin

.______________________________________________________________________]
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Source : https://nuitsansmoustique.fr/moustigue-pigures/les-moustigues-en-france/lanophele-

tout-savoir-sur-ce-moustique/

3.4 Cycle Biologique du Paludisme

Méme si le réle clé du moustique anophéle dans la transmission du paludisme était
connu, ce n’est qu’a partir de 1948 que toutes les phases du cycle de développement du parasite

ont été élucidées.
On peut citer deux phases qui caractérisent le cycle biologique du paludisme :

e Une phase de multiplication asexuée ou schizogonie se déroulant chez I’homme
(comportant une phase hépatique ou exo- érythrocytaire et une phase érythrocytaire),
e Une phase de multiplication sexuée, appelée sporogonie chez le moustique (avec les

oocystes évoluant vers les sporozoites)
3.4.1 La phase asexuée chez I’homme

L’infection a lieu lors d’un repas sanguin par un anophé¢le femelle infecté, c’est-a-dire contenant
des parasites présents sous forme de sporozoites dans ses glandes salivaires. Ces formes
parasitaires infectantes sont alors injectées avec la salive dans la circulation sanguine. lls
gagnent le foie via la circulation générale ou a lieu une premiére phase de multiplication par
reproduction asexuée dans les hépatocytes, dite « schizogonie pré-érythrocytaire » ou « cycle
extra-érythrocytaire » : transformation en schizonte pré-érythrocytaire (« corps bleus »). Cette
schizogonie peut étre retardée dans certains hépatocytes ou les parasites restent en attente
(hypnozoites) entre un et 18 mois pour les especes P. vivax et P. ovale. Au bout de 5 a 8 jours,
I’éclatement des schizontes adultes libére des dizaines de milliers de mérozoites dans la
circulation sanguine. lls vont ensuite envahir les globules rouges et conduire a la formation de

trophozoites (forme en anneau).

Ces trophozoites évoluent en schizontes par reproduction asexuée lors de la « schizogonie
érythrocytaire » ou « cycle intra-érythrocytaire ». La rupture des hématies parasitées libere
ensuite des dizaines de milliers de nouveaux mérozoites dans la circulation sanguine qui vont

parasiter d’autres globules rouges lors d’un nouveau cycle érythrocytaire.

Le développement de tous les parasites est synchrone chez un méme individu et la libération

concomitante des mérozoites est a I’origine du pic fébrile.
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La durée du cycle érythrocytaire varie en fonction des espéces plasmodiales et détermine
I’intervalle entre chaque pic fébrile. Celui-ci est de 48 heures pour P. falciparum, P. vivax et P.
ovale (fievre tierce), 72 heures pour P. malariae (fiévre quarte) et seulement 24 heures pour P.
knowlesi. Plusieurs cycles se succédent ainsi pouvant conduire a un trés grand nombre

d’hématies parasitées. La densité parasitaire est d’ailleurs un critére de gravité de la maladie.

Aprés 9 a 11 jours environ, chez P. falciparum, certains parasites érythrocytaires asexués
évoluent en gamétocytes males et femelles lors de la gamétocytogénese. Les gamétocytes sont

les formes sexuées transmissibles et infectantes pour le moustique.

Méme si les humains hébergent des formes sexuées de parasites, la multiplication chez

I’homme, hote intermédiaire est toujours de type mitotique (asexué).

Ainsi les gamétocytes ne peuvent poursuivre leur évolution que lorsqu’ils sont ingérés par des
anopheles, hotes définitifs qui assurent la pérennisation des especes plasmodiales en assurant

la reproduction sexuée du Plasmodium.
3.4.2 La phase sexuée chez le moustique

Chez le vecteur, le cycle sporogonique débute par I’ingestion de gamétocytes males et femelles
matures qui circulent dans le sang périphérique de 1’hdte humain lors du repas sanguin d’un

anophele femelle.

Dans son systeme digestif aura lieu une reproduction sexuée des parasites avec recombinaison

méiotique.

Si les deux gamétocytes ayant fusionné sont issus de clones différents de parasites (en cas de
poly-parasitisme chez I’individu infectant pour le moustique), ceci va générer de la diversité

allélique (polymorphisme génétique) par recombinaison génétique.

Au niveau de la paroi intestinale, les gamétocytes fusionnés (zygotes diploides) vont se
différencier en ookynete puis en oocyste qui contiendra plusieurs milliers de sporozoites

haploides a maturité.

Les sporozoites ainsi génerés lors de cette phase dite « sporogonique » perforent la capsule de
I’oocyste et la lame basale et sont libérés dans 1’hémolymphe puis ils migrent vers les glandes
salivaires, ou ils seront inoculés lors d’un prochain repas sanguin. Les sporozoites restent

infectants dans les glandes salivaires pendant toute la durée de vie du moustique.
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Figure 4 : Cycle de développement de Plasmodium falciparum.

3.5 Physiopathologie

En dépit de nombreuses études et des modeles expérimentaux, la physiopathologie du
paludisme demeure toujours mal élucidée bien que son impact sur certains organes ait été

clairement défini.

Elle peut étre divisee en acces palustre non compliqué, en neuropaludisme et les autres formes

graves (Anémie palustre et Splénomégalie palustre)

3.5.1 Acces Palustre

Le facteur déclenchant de la fiévre est la présence du pigment malarique ou hémozoine dans le
sang. Il provient de I’éclatement des hématies parasitées et agirait sur les centres bulbaires

thermorégulateurs.

La fieévre peut avoir une allure continue (cycle endo-érythrocytaire mal synchronisé) ou avoir
une périodicité (cycle endo-érythrocytaire bien synchronisée avec libération réguliérement
répétée de pigment malarique dans le sang).
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L’hépatomégalie et surtout la splénomégalie sont la conséquence de I’hyperactivité du systéme
monocyte-macrophage chargé de débarrasser 1’organisme aussi bien du pigment malarique que
des débris érythrocytaires[24].

3.5.2 Paludisme grave ou compliqué :
3.5.2.1 Neuropaludisme :

Il ne s'observe que chez des sujets non immuns (jeunes enfants, expatriés, sujets vivant en zone
hypo-endémique, etc. ...). Par ailleurs, une seule des especes plasmodiales, P. falciparum, peut
provoquer le neuropaludisme. Dans cette espéce, les schizontes endo-érythrocytaires sont
normalement absents du sang périphérique et ne se retrouvent que dans les capillaires viscéraux,

cérébraux en particulier[25].

3.5.2.2 Anémie palustre :

En zone sub-saharienne, le concept d’anémie palustre est difficile a définir, I’on reconnait a
I’anémie souvent des étiologies multifactorielles, mais elle atteint avec prédilection les

nourrissons, les enfants et les femmes enceintes notamment les primigestes.

L’anémie est le plus souvent attribuée au paludisme quand elle survient chez les malades en
période de transmission intense du paludisme (saison des pluies et surtout vers la fin de celle-

ci).

L’anémie associée est un facteur de pronostic de la maladie palustre ; elle est la conséquence
de la lyse des globules rouges non parasités qui serait secondaire aux modifications survenant
a la surface de ces cellules au cours de I’infection palustre notamment la surexpression des IgG

et des protéines d’origine parasitaires.

On ne connait pas chez I’homme I’importance relative de cette hémolyse concernant les

globules rouges non parasités.

Cependant, I’hémolyse secondaire a I’introduction du sporozoite des plasmodies dans
I’organisme était la plus connue pour expliquer ’anémie observée au cours d’une infection
palustre. Plus récemment 1’accent a été mis sur le role d’un déficit de production de la moelle

hématopoiétique a cause d’un phénomene de dysérythropoiése.

Dans cette inhibition intervient des facteurs parasitaires, les médiateurs solubles libérés par les

lymphocytes ou les macrophages, un dysfonctionnement des macrophages.
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Les mécanismes de I’anémie associée au paludisme sont encore incomplétement ¢lucidés mais
la conjonction de ces deux mécanismes constitue un facteur d’aggravation et de mauvaise

tolérance a I’anémie[26,27].

3.5.2.3 Splénomégalie palustre :

La rate, organe essentiel, agit comme moyen de défense par séquestration d’hématies parasitées
et sans doute d’hématies saines sensibilisées par des antigénes plasmodiaux. Elle participe

également aux déclenchements des mécanismes cellulaires et humoraux.

L’hypertrophie de la rate est la conséquence de I’hyperactivit¢ du systeme monocytes
macrophages chargé de débarrasser I’organisme aussi bien du pigment malarique que des débris

érythrocytaires.

Chez I’enfant de 4 mois a 10 ans, la frequence de la splénomégalie est considérée comme un

bon indice de morbidité palustre.

Dans les zones d’endémie palustre stable, elle disparait progressivement entre 10 et 15 ans,

témoignant de 1’acquisition de la prémunition[28].

3.6 Diagnostic du Paludisme
3.6.1 Diagnostic clinique

Il est exclusivement lié a la schizogonie endo-érythrocytaire et dépend du type de paludisme

ainsi pour :
e Le paludisme de primo infection

Classiquement I’incubation est de 7 a 21 jours, elle est cliniquement muette. Le tableau est celui

d’un embarras digestif fébrile. II est fréquent chez les touristes et les jeunes enfants.
Il_se manifeste durant les premiers cycles de développement endo-érythrocytaire du parasite.
e L’accés palustre non compliqué

Il est parfois précédé de prodromes tels que : céphalées, nausées, herpés labial. Typiquement il

est caractérisé par la périodicité des symptomes.
Trois phases se succédent :

-les frissons marqués par une forte température (>38°5)
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- la chaleur qui peut durer 3 a 4 h, accompagnée le plus souvent de céphalées
- des douleurs abdominales, d’importantes sueurs avec une chute thermique.

Classiquement la fiévre tierce (survenant toutes les 48 h) est causée par P. falciparum, P. vivax
et P. ovale ; la fiévre quarte (survenant toutes les 72 h) est provoquée par le P. malariae.

e Paludisme viscéral évolutif

11 est rencontré chez des sujets en zone d’endémie apres une longue exposition aux infestations
palustres. Les signes essentiels sont I’asthénie, I’anorexie, la splénomégalie et une modification

des parametres biologiques dont I’anémie.

Parfois chez I’enfant, il y a un retard staturo-pondéral. Un traitement précoce et adapté permet

une guérison clinique et biologique.
e Lafievre bilieuse hémoglobinurique (FBH)

Elle survient le plus souvent chez des sujets en zone d’endémie avec des antécédents d’acces

palustres et observant une prophylaxie ou des traitements intermittents par des amino alcools.

Le début est brutal marquer par une hémolyse intravasculaire, une anémie, un ictére, une chute

de tension.

Il'y a la présence de douleurs intenses en barre au niveau de la ceinture pelvienne, une oligurie

avec des urines <« rouge-porto >. La parasitémie peut-étre nulle ou modérée[29].
e Le neuropaludisme et les autres formes graves et compliquées

Ces formes sont I’apanage de P. falciparum et sans traitement ils peuvent conduire a la mort au
bout de 72 heures.

Les criteres de paludisme grave ont été actualisés par I’OMS en 2000. Ces critéres sont les

mémes chez 1’adulte et chez 1’enfant[30].

11 s’agit de la présence des formes asexuées de P. falciparum, P. vivax, P. knowlesi dans le sang

associ¢ a I’un des signes suivants :
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Tableau 1 : Signes cliniques de gravité regroupés

Observation Clinique

Observation biologique

- Trouble de conscience

- Convulsions géneralisées

- Collapsus cardio-vasculaire

- Syndrome de détresse respiratoire

- Hyperthermie Température corporelle 39-
41°C

- Prostration

- Ictere Clinique

- Hypothermie Température corporelle <
36°C

- (Edéme pulmonaire (radiologique)

-Hémorragie spontanée

- Anémie grave (Hb< 5¢/dl, Ht<15%)

- Insuffisance rénale : diurese < 400 ml/ 24h
ou créatinémie > 265uM chez ’adulte ;
diurese < 12 ml/ kg/ 24h ou créatinémie
¢levée pour I’age chez I’enfant

- Hypoglycémie Glycémie<2.2mmol/l

- Acidose métabolique : bicarbonates
plasmatiques <15 mmol/L

- Hémoglobinurie macroscopique

- Hyperparasitémie > 4% chez le sujet non
immun, ou > 20% chez le sujet immun

- Hyperlactacidémie (acide

lactique>5mmol/l)

3.6.2 Diagnostic biologique

Le diagnostic du paludisme doit étre confirmeé par un diagnostic biologique. La confirmation
du diagnostic biologique permet de réduire 1’utilisation des antipaludiques dans le traitement

injustifié pour les fiévres non palustres

3.6.2.1 Diagnostic biologique direct

Le diagnostic direct est fiable et a pour but de confirmer ou infirmer le diagnostic clinique. Ces
techniques comprennent la goutte épaisse, le frottis mince, le « Buffy coat test » quantitatif
(QBC; « quantitative Buffy coat »), et la PCR (Réaction de Polymérisation en Chaine) [31].

La goutte épaisse (GE) et le frottis mince (FM) sont respectivement des techniques de
concentration et d’identification qui consistent a étaler 5-10 pl (GE) et 3-6 pul (FM) de sang sur
une lame porte-objet. Aprés séchage le frottis mince est fixé au méthanol puis la lame est
colorée au GIEMSA préparé a 10 % pendant 15-20 mn.

La lecture est faite au microscope a I’objectif 100 en immersion. Ainsi le noyau du Plasmodium

est coloré au rouge vif et le cytoplasme en bleu. L’association GE/FM est la technique la plus
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recommandée et demeure la référence pour le diagnostic du paludisme dans les pays en

développement [32].

La PCR est une technique de biologie moléculaire permettant d'obtenir in vitro un grand nombre
de copies d'ADN, a partir d'une séquence initiale. Il s’agit d’amplifier un fragment d’ADN
extrait & partir du sang ou tout autre prélévement biologique infecté par le parasite en utilisant
des amorces spécifiques.

La détection de I’ADN parasitaire par la technique de PCR est I’'une des approches les plus
sensibles pour diagnostiquer le paludisme, mais le colt élevé limite leur utilisation. La PCR

demande une longue procédure, des équipements et des réactifs spécialisés et couteux.

Le « Buffy Coat » quantitatif est un autre test direct et rapide pour le diagnostic du paludisme.
Il est basé sur la coloration a I'acridine orange des plasmodies dans les échantillons de sang

périphérique centrifugés dans un tube a microhématocrite (QBC).

L'examen du microtube se fait sous source de lumiere UV (microscopie a fluorescence).
L'orange d'acridine colore toutes les cellules contenant de I'acide nucléique et la fluorescence
associee est observable sous une lumiere bleu-violet a travers un microscope, permettant ainsi

d’identifier les globules rouges infectés.

3.6.2.2 Diagnostic indirect

Le principe est base sur la rechercher d’anticorps dans le sérum du malade. Les techniques sont
indicatives d’une infection antérieure (persistance des anticorps méme apres 1’infection) et
présente. Ces techniques incluent : les tests de diagnostic rapide (tests immuno-
chromatographiques), I’immunofluorescence indirecte, I’hémagglutination passive et le test

Elisa[33].

TDR : Les TDR sont des tests immunochromatographiques sur membrane capables de détecter

les antigénes du parasite Plasmodium dans le sang[34].

Les TDR actuels permettent de détecter trois antigenes : la protéine Il riche en histidine (HRP2),
la lactate deshydrogénase (LDH) et ’aldolase. La protéine HRP2 est fabriquée en grande
quantité uniquement par P. falciparum et constitue la cible des TDR les plus couramment

utilisés.
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L’aldolase : une protéine pan-plasmodiales (commune a toutes les espéces de plasmodies)
L’aldolase est une enzyme clé du cycle du glucose, commune aux cing espéces de Plasmodium
contaminant I’Homme.
L’aldolase est retrouvée dans les membranes des stades schizontes. Il n’a pas été observé de
souches non sécrétrices d’aldolase.
Cet antigéne commun aux cing especes de Plasmodium est une cible détectée par certains tests
de diagnostic rapide et combinée a la recherche d’un antigéne spécifique de P. falciparum.
Une des limites de ce type de test mise en evidence par plusieurs études est sa reéactivité
fréguemment mise en défaut pour détecter P. ovale et sa sensibilité modérée dans la détection
de P. malariae alors que sa capacité a détecter P. falciparum et P. vivax est bonne [35]. A noter
qu’une aldolase spécifique de P. vivax (iso-enzyme) est utilisée par quelques fabricants de TDR
[36].
La p-LDH : Protéine lactate déshydrogénase plasmodiale : une protéine pan plasmodiale
comme I’aldolase.
La Plasmodium lactate déshydrogénase est une enzyme présente chez toutes les plasmodies
humaines. Cette enzyme qui est la derniere enzyme impliquée dans le cycle du glucose est
synthétisée par les stades érythrocytaires asexués et les gamétocytes matures.
Les isoformes des lactate-déshydrogénases plasmodiales peuvent étre différenciées des LDH
humaines par leurs épitopes antigéniques ainsi que leurs caractéristiques enzymatiques. Cela a
été démontré pour P. falciparum, P. malariae, P. ovale et P. vivax qui synthétisent des
isoformes de pLDH avec des épitopes propres a chaque espece et des épitopes communs aux
différentes espéces permettant ainsi leur détection par anticorps monoclonaux spécifiques de
chaque espéce ou commun.
Les études génétiques ont montré que le géne de la pLDH est constitué de séquences conservees
mais aussi de séquences variables entre les espéces, voire entre sous-especes : ces variabilités
expliquent I’efficacité variable de la détection de la pLDH selon les especes pour un méme
anticorps monoclonal. La pLDH est produite par des parasites viables. Par conséquent sa
recherche peut étre utilisée pour suivre 1’efficacité d’un traitement anti paludique [35].
Il existe des isoformes spécifiques d’espece(s) plasmodiale(s) :

* la lactate déshydrogénase spécifique de P. vivax (pLDH-Pv)

* la lactate déshydrogénase spécifique de P. falciparum (pLDH-Pf)

* la lactate déshydrogénase spécifique de P. vivax, P. ovale et P. malariae (pLDHPvom)
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Les limites des tests ciblant ces protéines sont : une diminution de sensibilité avec les faibles

parasitémies et des réactions croisées entre pLDH-Pv et P. knowlesi.

Une protéine plasmodiale spécifique : Pf-HRP2 (Protéine-2 Riche en Histidine)

PfHRP2 est une protéeine soluble de 30kDa, stable a la chaleur, synthétisée uniquement par
Plasmodium falciparum a tous les stades érythrocytaires et par les gamétocytes jeunes.

La protéine est libérée lors d'une rupture du schizonte et se trouve donc dans le sang de
I’individu infecté.

Le r6le exact de cette protéine est mal connu mais elle semble agir comme une héme polymérase
qui détoxifie I’héme libre issue de la dégradation de I’hémoglobine de 1’hote en hémozoine
inactive (pigment malarique) dans la vacuole parasitophore [35].

Cette proteine, codée par le géne pfhrp2 situé dans la région sub-télomérique du chromosome
8, contient de multiples répétions de motifs d’acides aminés composés d’histidine et d’alanine
formant des motifs standard tels que : AHHAHHAAD (type 2) et AHHAAD (type 7).

Ces motifs induisent une grande variabilité de la protéine et permettent la détection de la
protéine par de nombreux anticorps différents [37,38]. Les TDR basés sur Pf-HRP2 ont pour
avantages d’avoir une bonne sensibilité et spécificité pour Plasmodium falciparum et d’avoir
une meilleure stabilité thermique.

De plus, il est décrit une corrélation positive entre la concentration de cette protéine dans le
sang, la densité parasitaire et la sévérité clinique [39].

Ainsi, Pf-HRP2 pourrait étre utilisée comme biomarqueur de la sévérité/gravité d’un acces
palustre [40].

Cependant elle reste circulante longtemps aprés la mort/disparition des parasites.

Ainsi les TDR basés sur PFHRP2 ne peuvent donc pas étre utilisés dans le suivi de I’efficacité
thérapeutique des antipaludiques car la protéine persiste jusqu’a 28 jours dans le sang
périphérique apres 1’¢élimination du parasite [37].

Par ailleurs, ces tests ont plusieurs limites. Il existe des réactions croisées avec la protéine
PfHRP3, qui a une composition en acides aminés proche de Pf-HRP2 pouvant donc étre
reconnue par les anticorps anti-Pf-HRP2.

En cas de forte parasitémie, I’exces d’antigene peut entrainer un résultat faussement négatif ou

faiblement positif, appelé effet prozone.

FMOS - BIOLOGIE MOLECULAIRE - 2025 21



Ce phénomeéne est di a la saturation des anticorps fixés sur la membrane, par I’exceés
d’antigénes libres entrainant un défaut de capture des complexes antigénes - anticorps marqués
et donc un défaut de détection [37].

Une protéine plasmodiale spécifique : Pf-HRP3 (Protéine 3 Riche en Histidine) :

Protéine structurellement trés similaire a HRP2 produit également par le Plasmodium

falciparum, il situé sur le chromosome 13 du parasite avec une taille estimée a 289 paires bases.
Elle s’exprime au stade intra-érythrocytaire du parasite Plasmodium falciparum, comme HRP2,

HRP3 contient des motifs répétitifs riche en histidine et alanine, mais moins bien caracteriseé

fonctionnellement que HRP2.

Bien que les anticorps présents sur la bandelette réactive soient dirigés contre 1’antigéne HRP2,
il existe un risque de réaction croisée avec un autre antigene de la famille HRP, la protéine

HRP3, compte tenu de la similitude des séquences d’acides aminés [41].

Les TDR ciblant HRP2 sont généralement plus sensibles et plus thermostables que les TDR
détectant la LDH ou I’aldolase [42].
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Figure 5 : Principe des TDR

Source : Bell et al. Nature reviews microbiology — 2006

Principe d'un test immunochromatographique

Phase 1 : Hémolyse et reconnaissance de ’antigéne par I’anticorps marqué (Figure 5b)
Une fois le sang transféré dans le puits d’échantillon, la premicre étape du test consiste a
mélanger le sang du patient avec un agent lysant dans le méme puits ou dans un puits différent
(tampon).

La rupture des hématies qui en résulte libere davantage la protéine plasmodiale recherchée.
L’anticorps marqué, présent dans le puits ou sur la bandelette peut alors se fixer sur I’antigéne

cible et formé un complexe antigéne-anticorps.
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Phase 2 : Migration du complexe antigene-anticorps et de I’excés d’anticorps marqué
libre le long de la bandelette de nitrocellulose (Figure 5b)

Le sang et le tampon déposés sur la bandelette ou dans le puits se mélangent avec 1’anticorps
marqué et sont entrainés le long de la bandelette jusqu’aux lignes d’anticorps fixés.

Phase 3 : Fixation aux lignes test et témoin (Figure 5¢)

Si I’antigéne est présent, le complexe anticorps-antigene marqueé est piégé sur la ligne test.

Le reste des anticorps marques est piégé sur la ligne témoin. Si suffisamment d’anticorps
marqués s’accumulent, le marqueur coloré devient visible a 1’ceil nu et forme une mince ligne.
La ligne contrble est un témoin permettant de valider le test et d’attester de la bonne
conservation du TDR.

Les différents types de TDR

Depuis leur développement au début des années 2000, le nombre de kits commerciaux visant a
diagnostiquer le paludisme n’a cessé de croitre et atteint aujourd’hui plusieurs dizaines.

Ces kits different par : i) les antigenes ciblés, ii) le nombre d’antigénes recherchés, et iii) les
industriels qui les commercialisent et les ont mis au point.

Les antigenes ciblés par les TDR paludisme actuellement sur le marché sont les suivants :

- la protéine-2 riche en histidine (HRP2) ;

- la lactate déshydrogénase (LDH) ;

- I’aldolase.

Ces protéines synthétisées par les plasmodies sont identifiées a I’aide d’anticorps de capture
qui ciblent des antigénes communs a plusieurs especes plasmodiales comme 1’aldolase ou la
pan-pLDH permettant d’écarter ou de confirmer le diagnostic d’accés palustre sans préciser
I’espece (bande dite Pan, aspécifique) ou des antigenes spécifiques d’une seule espéce comme
par exemple Pf-HRP2 signant un accés a P. falciparum ou Pv-pLDH un acceés a P. vivax.
(Tableau 2).

Tableau 2 : Les différentes cibles antigéniques en fonction des especes plasmodiales

g LDH
Kapeces Pf-HRP2 - i Aldolase
plasmodiales Pf-pLDH piall)lll ::L(;)nlll Pv-pLDH g
P. falciparum X X X X
P vivax X X X X
P. malariae X X X
P. ovale X X X
P. knowlesi X X

HRP2: protéine 2 riche en histidine: pLDH: lactate-déshydrogénase plasmodiale: Pf: Plasmodium falciparum; pan : ensemble des
espeéces de Plasmodium: Pvom: Antigéne spécifique de Plasmodium vivax, ovale et malariae: Pv: Plasmodium vivax.
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Les différents types de TDR disponibles sur le marché peuvent étre :
- Simples, a deux bandes, une bande pour le contrdle et une ciblant un antigéne
- Combinés, a plusieurs bandes,

o A trois bandes : une bande control, une bande spécifique de Pf, et une autre bande
de spécificite variable. Pour la détection de P. falciparum les anticorps anti-PfHRP2
ou Pf-pLDH peuvent étre utilises.

A cette bande, peut étre associée une bande non spécifique d'espéces (bande Pan = anti-

pan-pLDH ou anti-aldolase), ou une spécifique d'espéces (ex : anti-pLDH spécifique

d'espéces).

o A quatre bandes ou I’on peut retrouver I’association des trois types d’anticorps :

i) bande contrdle, ii) spécifique de P. falciparum (bande Pf), iii) non spécifique d’espéce

(bande Pan) et iv) spécifique d’espéce non falciparum.

malaria malaria § malaria malaria § malaria
Pan/Pf Pan/Pf Pan/Pf Pan/Pf Pan/Pf
= ¢ = ¢ = ¢ = ¢ = ¢
’U' - = - ’-‘ P - Pe
»f - P P P4 2]
ol - - - -
Négatif | Positifs | | Invalides |
- — I . .
i : Pfou mixte || Autres que Pf \ _
iy S — l S — l T l o

Figure 6 : Exemple d'interprétation des TDR

Source : Bell et al. Nature reviews microbiology — 2006

3.7 Stratégies de lutte contre le paludisme
3.7.1 La prise en charge des cas de paludisme non compliqué et grave

Les cas de paludisme sont pris en charge au niveau des structures sanitaires. L’OMS

recommande 1’utilisation des CTAs pour le traitement du paludisme non compliqué a chaque
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fois que la voie orale est possible et I’artésunate par voie intraveineuse pour le traitement des

cas de paludisme grave.

En I’absence d’artésunate, il est recommandé d’utiliser I’ Artéméther de préférence a la Quinine
[43].

Le gouvernement du Mali s’est engagé a assurer gratuitement le traitement de I’accés palustre
chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes tout en fournissant les formations
sanitaires en TDR et en CTA.

3.7.2. Les mesures préventives

Le traitement préventif intermittent (TPI), la chimio prévention du paludisme saisonnier (CPS)
et la lutte anti-vectorielle (LAV) constituent les mesures de prévention contre le paludisme au
Mali [44].

3.7.2.1 La prévention du paludisme pendant la grossesse

Le traitement préventif intermittent (TPI) avec la Sulfadoxine-Pyriméthamine est recommandé
pour prévenir le paludisme pendant la grossesse.

Ce traitement est administré gratuitement a raison d’une cure supervisée par mois entre le 4éme
et le 8eme mois de la grossesse [45]. Chaque cure est composée d’une prise unique de 3

comprimés de Sulfadoxine (500mg) et Pyriméthamine (25mg) chacun.

3.7.2.2. La chimio prévention du paludisme saisonnier :

La chimio prévention du paludisme saisonnier (CPS) est une nouvelle stratégie pour le contrdle
du paludisme chez les enfants de moins de 5ans impliquant I'administration mensuelle de

Sulfadoxine-Pyriméthamine + Amodiaquine (SP+AQ) pour la prévention du paludisme [43].

Elle est plus adaptée a des zones ou le paludisme est saisonnier avec une transmission intense

pendant trois ou quatre mois de I'année.

Cette CPS concerne les pays (en majorité Africains) qui répondent a ces critéres et pour lesquels

la SP et ’AQ conservent leur efficacité contre P. falciparum. SP+AQ a ainsi une
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chimioprophylaxie d’environ quatre semaines, la protection diminue ensuite rapidement

nécessitant un renouveélement du traitement chaque mois.

3.7.2.3 La vaccination contre le paludisme :

En Avril 2025, le Mali, a travers son Ministere de la Santé Publique a introduit le vaccin
antipaludique dans son programme de vaccination de routine des enfants allant de 5 a 36 mois
mettre ainsi en ceuvre une approche hybride de vaccination. L’administration des trois
premiéres doses mensuelles se fait tout au long de I'année en fonction de I'age, suivie par la
quatrieme et cinquiéme doses administrées les années suivantes de maniére saisonniére en mai

ou juin avant le début de la forte transmission du paludisme[46].

3.7.3. La lutte antivectorielle

Le Mali a adopté les méthodes de lutte antivectorielle pouvant étre utilisées au niveau individuel

et communautaire pour protéger contre les piqures de moustiques [45]. 1l s’agit de :

e Lapromotion des moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action
e Le traitement ciblé des gites larvaires
e La pulvérisation intra-domiciliaire

e [Lapromotion de I’hygi¢ne et de I’assainissement.
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4. METHODOLOGIE

4.1 Lieu d’étude :

Notre étude a été réalisée dans 13 districts sanitaires au Mali, représentes sur le graphique ci-
dessous :

N

A

SOURCE: DATA CONSULTING GROUE B CISSE, SEFTEMBER 2024 gy —

Figure 7 : zones d’études stratifiées en fonction de la transmission du paludisme au Mali

Le choix des 13 districts découle d’un échange avec le Programme national de lutte contre le
paludisme (PNLP) basé sur certains critéres :

- Les faciés épidémiologiques,
- La disponibilité et 1’accessibilité des centres,

- Sécuritaires

4.2 Type et période d’étude :

Nous avons réalisé une étude transversale prospective pendant la période de haute transmission
du paludisme entre juillet et décembre 2023.
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4.3 Population d’étude :

Tout patient consentant avec suspicion de paludisme se présentant dans les centres de santé

sélectionnés.

Notre symptomatologie clinique comprenait les signes comme : la fievre, les frissons, les maux
de tétes, les douleurs musculaires ou articulaires, les vomissements et tous autres signes
évoquant le paludisme.

4.4 Echantillonnage :

La taille d’échantillon estimée était de 22969 cas suspects de paludisme, obtenue a partir de

I’étude mere.

Une étude ou les calculs de taille d’échantillons ont été effectués en collaboration avec Robert
Verity avec le package DRpower® du logiciel R. Elle visait a collecter les échantillons de 5 a

10 grappes (cliniques) par district, soit 412 échantillons pour les 12 districts.

100 échantillons positifs par grappe (soit 6 grappes au totales) ont été ajoutés en provenance du
district de Bamako, qui porte le total a 13 districts.

4.5 Critéres de sélection et de non-sélection

4.5.1 Critére de sélection :

Nos analyses ont porté sur les échantillons qui ont montré une discordance de

résultat entre les deux tests de TDR utilisés dans notre étude.
Définitions des termes :

- Echantillons positifs : un échantillon était dit positif lorsqu’il était positif
al’un des 2 TDR (HRP2 et pLDH).

- Echantillons négatifs : un échantillon était dit positif lorsqu’il était
négatif aux 2 TDR.

Source : Tmage PDNA Bamako

- Echantillons discordants : Dans le cadre de notre étude, un échantillon était considéré
comme discordant lorsque le TDR a HRP2 était négatif tandis que le TDR pLDH eétait
positif.
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Cette discordance entre les 2 TDR (HRP2 et pLDH) suggére principalement deux hypothéses :

» Une infection par une espece de Plasmodium autre que P. falciparumf

» Un cas de délétion du géne Pfhrp2 d’ou I’intérét de 1’analyse moléculaire
4.5.2 Critére de non-sélection :

e Echantillons avec TDRs HRP2 positifs

e Echantillons avec TDR HRP2 et pan LDH négatifs
4.6 Procédure d’étude :
4.6.1 Collecte de données et d’échantillons :

Les données et échantillons (confettis et TDR) ont été recueillis sur les sites par du personnel
qualifié, préalablement formé.

Des explications ont été données a chaque participant potentiel, dans sa langue maternelle. Les
participants ont ensuite donne leur consentement éclairé et fourni des informations (&ge, sexe,
lieu de résidence, l’utilisation du test de dépistage du paludisme et de médicaments
antipaludiques au cours des 2 derniére semaines, le voyage dans une autre localité du pays au
cours des 30 derniers jours) via un questionnaire.

4.6.2 Meéthodes de laboratoire

A. Extraction d’ADN
Matériels et réactifs :

Blouse, paires de gants, paires de ciseaux, confettis, racks, plague 96 puits, pipettes (10 — 100,
200, 1000), embouts (10, 20, 200, 1000), papier hygiénique, paillage, couverture a aluminium,

centrifugeuse, agitateur thermique, congélateur.
L’extraction d’ADN de nos échantillons a été fait a partir du protocole de chelex®.
Protocole de Chelex® :

Le principe repose sur lutilisation d’une résine échangeuse d’ions appelée Chelex® 100,
utilisé pour piéger les ions métalliques, les empéchant d’interférer avec l’extraction et la
qualité de I’ADN.
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1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Découper 6mm de diameétre du confetti puis mettre dans une plaque de 96 avec un
échantillon par puit.

Ajouter 1ml de saponine 0,5% puis fermer la plaque avec la couverture a aluminium
Incuber a la température ambiante pendant toute la nuit (overnight).

Centrifuger a 4000 rpm pendant 2mns et enlever la saponine.

Ajouter 1ml de PBS 1X (étapes Z)

Répéter 1’étape de centrifugation et 1’étape Z jusqu’a ce que la solution soit claire
Ajouter 50ul de Chelex® 20%

Ajouter 100l de NFW

Bien refermer la plaque

10) Incuber & 100° pendant 20mns puis centrifuger a 4000 rpm pendant 2mn

11) Prendre 120pl de surnageant qui contient I’ADN
12) Conserver a -20°C

NB : une fois les ADN extraits ils sont transférés dans des plaques pour étre conservés a -20°

B.

Analyse moléculaire :

Pour L'analyse de la délétion, les échantillons ont d’abord été testés par qPCR puis

confirmés par la PCR classique pour détecter le genre Plasmodium, les échantillons positifs

ont ensuite ét¢ soumis au diagnostic d’espéce toujours par la qPCR et la PCR classique ;

Enfin, seuls les échantillons positifs a Plasmodium falciparum par PCR ont été analysés

pour la recherche des délétions des genes Pfhrp2et/3

PCR Classique :
Principe de la PCR classique :

Elle est basée sur I’amplification de maniere exponentielle in vitro d’une séquence d’ADN en

présence d’amorces spécifiques ; d’enzyme (Taq polymérase) ; de nucléotides et d’un milieu

tampon.

Premiére amplification du géne rplul,5 :

Préparation du mélange réactionnel (Buffer, Tag polymérase, dNTPs, MgCl2) dans un tube

1,5ml en fonction du nombre d’échantillons a traiter par réaction.

Répartir 21ul du mélange réactionnel préparer dans chaque puit et ajout de 4ul de I’ADN extrait.
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Centrifuger brievement la plaque puis placer la plaque bien fermée dans le thermocycleur pour

I’amplification avec le programme adéquat.

Tableau 3 : Mélange réactionnel pour un volume final de 20 ul

Réactifs Volume 1X Volume (ul)
reaction 1.1 X n. échantillon

Milieu tampon (2X) 10 uL

Amorce sens (rPLU1) 1,25 uL

Amorce anti  sens 1,25 L

(rPLU5)

ADN 5uL

Eau pour PCR 2,5uL

Volume final 20 pL

Amorces de la premiere amplification :

rPLU 1: 5’—TCA AAG ATT AAG CCATGC AAGTGA-3’

rPLU 5 : 5"—CCTGTTGTTGCCTTAAACTCC-3’

NB : On multiplie le volume par tube par le total de tube a traiter sans oublier d’ajouter
quelques volumes supplémentaires pour compenser d’éventuelles pertes.

Deuxiéme amplification :

Méme principe mais avec une modification au niveau des amorces, du volume d’eau et

de la Taqg polymérase.

Tableau 4 : Mélange réactionnel de la deuxieme amplification avec un volume final de 20 ulL.

Réactifs Vol for 1X reaction Volume (ul)
1.1 X n. échantillon
Milieu tampon (2X) 10 pL
Amorces sens (rFAL 1, rMAL 1, 0,25 pL
rVIV 1and rOVA 1) 10 uM
Amorces anti-sens (rFAL 2, 0,25 uL
rMAL 2, rVIV 2 and rOVA 2) 10
UM
ADN 2 uL
Eau pour PCR 7,50 puL
Volume final 20 L

Amorces de la deuxiéme amplification [47]:
|
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Especes Sequences Oligo (5 °-- 3 ) Taille
(pb)
Plasmodium |rFAL1:-TTAAACTGG TTT GGG AAA ACC AAATAT ATT - 205
Falciparum |rFAL 2:—- ACA CAATGA ACT CAATCATGACTACCCGTC -
Plasmodium |[rMAL1:-ATAACATAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC — 144
malariae rMAL 2 : — AAA ATT CCC ATG CAT AAATTATAC AAA —
Plasmodium [rVIV1:-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAG TGA TAC — 117
Vivax rVIV 2: - ACT TCC AAG CCG AAG CAAAGAAAGTCCTTA -
Plasmodium |[rOVA1:—-ATCTCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA — 287
Ovale Curtis |[rOVA 2 :— GGA AAA GGA CAC ATT AAT TGT ATC CTAGTG -

Les produits de la PCR2 obtenus ont été ensuite soumis a 1’électrophorése aprés migration sur

gel.

PCR quantitative ou PCR en temps réel :

Technique permettant la détection et la quantification d’une séquence d’ADN en temps réel a
I’aide des Fluorophores (c’est-a-dire a chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN total

ou d’amplicon est mesurée grace a un marqueur fluorescent).

L’obtention de la cinétique complete de la réaction de polymérisation permet d’obtenir une

quantification absolue de la quantité d’ADN cible.
Principe :

Le principe de la PCR en temps réel repose sur la possibilité de suivre la quantité d’ADN
présente dans la réaction a tout instant et non a la fin de la PCR (PCR conventionnelle) ou au

cycle <40 (PCR semi quantitative).

Un test qPCR multiplex a été congu en utilisant trois tests TagMan différemment marqués
détectant le Pfhrp2 (Pf3D7_0831800) et les génes Pfhrp3 (Pf3D7_1372200) et le géne a copie
unique Pfrnr2e2 (Pf3D7_105800) comme contrdle interne.

Seuls les échantillons avec un Cg compris entre 18 et 37,5 pour le contrdle interne, pfrnr2e2,

ont été considérés comme éligibles pour I'analyse du statut de suppression de Pfhrp2/3.

Ces tests multiplexés identifient de maniére correcte les souches de P. falciparum portant des
délétions connues de Pfhrp2 (souche PfDD2) et Pfhrp3 (souche PfHb3) ainsi qu’une souche

sans délétion (souche PfNF54) et ces souches étaient nos contréles
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Le milieu réactionnel pour la gPCR était formé par :

Le MASTER MIX (composé du Mg ClI, Buffer, dNTPs, Taq polymérase) déja preparer, H20

ainsi que les Amorces et les Probes (fluroscents).

Tableau 5 : Séquences d'oligonucléotides utilisées pour le test qHRP2/3-del [8]

Fluoropho
Géne cible Taille |Nom de I'oligo Séquence oligo [5a 3'] res Conc. en 5xMélange
AGTATCCAAAACACTATAATTCCA
IC-PfRNR2E2 forw |AGTAC — 1,5 uM
Pfrnr2e2
(PF3D7_1015 ATTTTTCCTTTCTTAACAGTTTCTT
800) 107 pb|IC-PfRNR2E2 rev |CC — 1,5uM
CCTTTTAGTTGGCCCGAATTTACA
IC-PfRNR2E2 Cy5 |A Cy5-BHQ2( 1,125 uM
PfHRP2 forw GTATTATCCGCTGCCGTTTTTGCC |— 1,5uM
phrp2 286 pb [PfHRP2 revP TCTACATGTGCTTGAGTTTCG — 1,5 uM
(PF3D7_0831
800)
TTCCGCATTTAATAATAACTTGTGT|TexasRed-
PfHRP2 TxRd AGC BHQ2 0,375 uM
PfHRP3 forw ATATTATCCGCTGCCGTTTTTGCT |— 1,5uM
phrp3
(PF3D7_1372
200) 289 pb |PfHRP3 rev CCTGCATGTGCTTGACTTTCGT — 1,5uM
CTCCGAATTTAACAATAACTTGTTT|Yakimalau
PfHRP3 YY AGC ne-BHQ2 [0,75 uM
Tableau 6 : Mélange réactionnel pour un volume final de 10 ul
Réactifs Volume par réaction | Volume (ul)

en (ul)

1,1 x n. échantillon
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Master Mix 5

Primers Mix 5x 2
(Amorces +

Probes)

H20 1

ADN 2

Une fois le mélange réactionnel préparé (10 pl comme volume final) ; repartir 8ul dans chaque
puit puis ajout de 2ul de I’ADN extrait.

Gestion des données et analyse statistique :
Les données ont été saisies sur le Microsoft® Access® 365

L’analyse finale a été exécutée sur le logiciel R pour calculer les différentes prévalences des
délétions de génes.

Considérations éthiques :

Le protocole de recherche a €té soumis et approuvé par le comité d’éthique de "'USTTB. Aucun
sujet déclinant de participer a I’étude n’a été inclus. Le consentement libre et éclairé de tous les

participants a été obtenu.
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5. Résultats

5.1 Nombre de cas inclus :

Parmi les cas de paludisme présumés dans les 13 districts sanitaires, 6975 (30 %) se
sont révelés positifs aux TDR (HRP2 et pLDH) et parmi les résultats positifs, 100
patients (1.4%) ont montreé de la discordance avec les deux tests de TDR et ont constitué
notre échantillon d’étude.

5.2 Fréquence des patients en fonction du sexe chez les discordants :

Notre population d’étude avait une 1égeére prédominance masculine (figure 8) sans

différence considérable.

B Masculin B Féminin

Figure 8 : Répartition des sexes parmi les discordants

5.3 Distribution des discordants dans les 13 districts :

Les échantillons discordants ont été retrouvés dans tous les 13 districts sanitaires du
Mali a des proportions différentes (Figure9)

Il existe une variation considérable du nombre d’échantillons discordants d’une localité
a I’autre. Certaines localités comme Diré, Djenne et Taoudéni étaient bien représentées,

tandis que les localités de Kidal et Yelimané étaient faiblement représentées.

.______________________________________________________________________]
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Figure 9 : Distribution des échantillons discordants dans les 13 districts sanitaires

5.4 Répartition des échantillons positifs aux TDR dans les 13 districts :

La figure 10 montre le nombre d’échantillons positifs aux TDR dans les 13 districts,
Bafoulabé (1019), Dioila (1009) et Kolondiéba (974) étaient les districts ayant les plus
grands nombres de cas de positifs par contre les districts de Yelimané (137), Taoudéni

(41) et Kidal (41) ont enregistrés moins de cas.

14,6% 9
6 145 145%
13%
10%
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7,4%
6% 6%
4%
0,
2% 2,5%
1 b
[
m DJENNE m BAFOULABE m KIDAL KOLONDIEBA m DIOLA
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Figure 10 : Echantillons positifs aux TDR par districts
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5.5 Fréquence des échantillons positifs au genre Plasmodium eta Plasmodium
falciparum :

La figure 11 montre que sur nos échantillons discordants 85% étaient positifs au genre
Plasmodium tandis que 15% étaient négatifs.

® Plasmodium positives ® Plasmodium négatives

Figure 11 : Positivité des tests discordants au genre Plasmodium

Pour le diagnostic d’espéce (figure 12) environ 24% étaient positifs a 1’espéce Plasmodium

falciparum et les 76% restant pourraient étre attribuer aux autres especes du Plasmodium.

m Pf positives ~ ® Pf négatives

Figure 12 : Positivité de I’espéce P.falciparum parmi les discordants

5.6 Résultat de I’analyse de la délétion des génes Pfhrp2 et/3 parmi les discordants
a P. falciparum
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Le tableau ci-dessous fait état de 4 cas de délétions, soit (2 pour Pfhrp3, 1 pour le Pfhrp2
et 1 pour Pfhrp2/3) répartis respectivement dans les centres de santé de Kolondieba,
Dire, Nioro et Kita.

Tableau 7 : Détection multiplex des genes PfHRPZ2 et PfHRP3 dans les échantillons
discordants

CENTRES DE SANTES
) <
@ a o) P
i L w
Génotypes zo |3l as | o |us|a|8c|8a| a6
5” Dl =l O i EIIEIIDIIoIItIIE
£ |[QE|[ o0& [FE|oE(ZE|CE|IZE(XE |
< o M = @]
oM ¥
Pfhrp2+ /Pfhrp3+ 1 2 3 3 4 1 1 0 1
Pfhrp2+/Pfhrp3- 0 0 1 0 1 0 0 0 0 2
Pfhrp2-/Pfhrp3+ 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Pfhrp2-/Pfhrp3- 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Total 1 2 4 3 5 1 1 1 2 4
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Total

~ 22,969

l Positifs

6 975 ~30%

l Discordants

100
Genre Plasmodium - Genre Plasmodium +

15 % 85 %

N\

20 % 65 % — P. falciparum
D

Plasmodium
(autres especes) \
4

L Cas de délétion

v

Prévalence

4/6975<<<1%
0,06 %

Kolondiéba
NIORO

Diré
Kita

~ 17 pour 10 000
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6. Commentaires et discussion :

Cette étude visait a évaluer la prévalence des délétions des genes Pfhrp2 et Pfhrp3 au Mali.
L'étude a été menée sur 22 696 patients provenant de 13 districts de santé, dont 6 975 étaient
positifs aux deux tests TDR. Parmi ces positifs, 100 tests se sont révélés discordants pour les
tests (TDR HRP2 et pLDH)

La distribution géographique des échantillons discordants montre que les districts de Dirg,
Djenné et Taoudéni étaient les plus représentatifs, tandis que ceux de Bafoulabé, Segou,
Yelimané et Kidal étaient sous-représentés. Une telle variation peut étre attribuée a des
différences dans l'acces aux services de santé dans certaines zones du pays et aux différences

épidémiologiques régionales.

Concernant la répartition du nombre total d’échantillons positifs aux tests de diagnostic rapide
dans les 13 districts sanitaires. On observe une forte variation géographique des cas détectés,
les districts de Bafoulabé (1019), Dioila (1009) et Kolondiéba (974) enregistrent les plus
hauts taux de positivité. Cette prédominance peut s’expliquer par une transmission plus

intense du paludisme dans ces zones,

Une accessibilité ou couverture sanitaire active (une meilleure couverture des campagnes de
dépistage communautaire peut augmenter le nombre de tests réalisés donc plus que détectés)

et aussi la présence des facteurs socio-environnementaux

A I’inverse, des districts comme Yelimané (137), Taoudéni (41) Kidal (41) présentent un

nombre beaucoup plus faible de cas de positifs. Cela pourrait s’expliquer par :

e Une faible transmission dans ces zones,
e Une densité de population plus faible,
e Acces plus limité au dépistage, entrainant sous-diagnostic

e Sécuritaire et enfin les conditions de conservation des TDR

L’analyse qPCR a révélé que 15 % des échantillons discordants étaient négatifs
pour Plasmodium. Ceci pourrait étre attribué a une différence de cible entre les deux tests ou a

des erreurs techniques liée a la gPCR.

En paralléle, 24 % des échantillons discordants étaient positifs pour P. falciparum. Ces

résultats sont similaires a ceux rapportés au Sénegal par Wurtz et al. (2013) [48], qui avaient
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trouvé une faible proportion de parasites avec delétions pfhrp2, particuliérement chez des

patients asymptomatiques avec de faibles charges parasitaires.

Cette faible prévalence des échantillons positifs au P. falciparum pourrait étre attribuée au
nombre de cas discordants relativement faible dans notre étude ou soit a une autre infection

que P. falciparum.

Concernant la prévalence des délétions des genes Pfhrp2/3, nous avons identifié quatre cas
(0.06%) : un cas de délétion Pfhrp2, un cas de délétion Pfhrp3 et deux cas de double
délétion Pfhrp2/3.

Comparativement aux études antérieures, nos résultats sont similaires a ceux de Sabin S Nundu
et al. au RDC [49] (avec 4 cas de délétions soit 0.08%) et celui de Rebecca Thomson et al.[50]
(5 cas de délétions sur ces échantillons de Tanzanie)

Parmi les 4 cas de délétions : 3 cas étaient du gene Pfhrp2 et 1 cas du géne Pfhrp3
Pour les 5 cas de délétions : 3 cas de Pfhrp2 et 2 cas de Pfhrp3

Par contre nos résultats sont inférieurs a ceux de Kaoita et al.[7] (2012) et Casimire Tarama et
al. [51] (2023) réalisée au Burkina, qui ont respectivement rapporté :

10 (2%) et 11 (4.4%) cas de delétions (tous en Pfhrp2). Cette différence pourrait étre attribuée

aux méthodologies utilisées :

PCR nichée, la microscopie, le séquengage avec protocole illumina ont été utilisés dans 1’étude
Burkinabe, Population d’étude (uniquement des enfants asymptomatiques dans 1’étude

Burkinabg), et aussi au nombre d’échantillons discordants analysés,

Nos résultats sont néanmoins supérieurs a celui de Ruthly Francgois et al. [52] qui n'ont trouve
aucun cas de délétion dans la province de Kinshasa, Republique Démocratique du Congo. Cela
pourrait étre explique par des disparités methodologiques (lieu d’étude limité uniquement dans
la province de Kinshasa, seulement les échantillons avec une forte densité ont été testées) une
sensibilité variable des outils de détection ou une hétérogénéité spatiale dans 1’émergence des

souches porteuses de delétions.
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La présence de délétions Pfhrp2/3 pose un défi majeur a l'utilisation des TDR basés sur la

détection de la protéine HRP2.

Par ailleurs, ces résultats renforcent la nécessité d’une surveillance moléculaire accrue
notamment dans les zones ou les délétions ont été observées. Des études plus approfondies sont
nécessaires pour comprendre l'impact de ces délétions sur les tendances cliniques et
thérapeutiques du paludisme, notamment en ce qui concerne 1’efficacité des combinaisons

thérapeutiques a base d’artémisinine (ACTs).

Ensuite, la sensibilité des TDR peut varier en fonction des conditions environnementales et de
la charge parasitaire, ce qui peut influencer la détection des parasites. Enfin, bien que la qPCR
soit une méthode de référence pour la détection des délétions Pfhrp2/3, la confirmation des
résultats par séquencage génomique approfondi serait souhaitable pour mieux caractériser les

mutations associées a ces délétions.

Notre étude présentait certaines limites a savoir : I’absence de I’utilisation du séquengage pour
valider les délétions, la taille réduite de 1’échantillon analysé pour les délétions (seulement 100)

et enfin les limites techniques liées aux TDR et a la qPCR.
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CONCLUSION



7. Conclusion :

Cette étude met en évidence une prévalence extrémement faible (0,06%) des délétions des
géenes Pfhrp2 et /3 au Mali. Néanmoins elle met en évidence le besoin d’une surveillance
continue des delétions dans les zones a risque afin de circonscrire a la propagation a 1’échelle
nationale.

8. Recommandations :

Nous recommandons au terme de notre étude :

> Aux autorités sanitaires :

* Maintenir I’utilisation des TDR a HRP2 comme outil de diagnostic du paludisme, car

leur performance reste acceptable a ce niveau de délétion.

» Renforcer la surveillance nationale des délétions Pfhrp2 et Pfhrp3, surtout dans les
zones ou ces délétions ont été détectées.

> Aux personnels de santé :

» Former les agents de santé a respecter les procédures de réalisation de ces TDR,

comme indiqué par le fabriquant et a bien interpréter les résultats de TDR.

» Faire une confirmation par microscopie des cas de TDR négatifs lorsque les signes

cliniques du paludisme sont persistants chez le malade afin d’éviter les faux négatifs.

> Aux chercheurs :

e Poursuivre les recherches sur la dynamique des délétions Pfhrp2 et Pfhrp3.
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Résume :

Le paludisme demeure une maladie endémique majeure au Mali, classée comme la premiére
cause de morbidité et de mortalité, en particulier chez les enfants de moins de cing ans. Dans
ce contexte, les Tests de Diagnostic Rapide (TDR), basés sur la détection de la protéine PfHRP2
de Plasmodium falciparum, jouent un réle crucial en raison de leur rapidité et de leur facilité
d'utilisation. Cependant, I'efficacité de ces TDR est menacée par I'émergence de souches de P.
falciparum qui ont perdu, par délétion, les génes Pfhrp2 et/ou Pfhrp3 (codant pour PfHRP2 et
PfHRP3). Ces délétions entrainent des résultats faussement négatifs aux TDR, compliquant le
diagnostic et compromettant la prise en charge adéquate des patients, ce qui peut avoir des

conséquences graves.

L'objectif principal de cette these était d'évaluer la prévalence de ces délétions génétiques dans
des échantillons de patients maliens ayant obtenu des résultats discordants entre la clinique et
le TDR. L'étude a analysé des échantillons provenant de 22 696 patients répartis dans 13
districts sanitaires, parmi lesquels 100 échantillons ont été identifiés comme discordants.
L'analyse moléculaire par gPCR a revéle la présence de délétions de Pfhrp2 et/ou Pfthrp3 dans

ces échantillons. Plus précisément, I'étude a identifié un cas de délétion Pfhrp2 isolée, un cas
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de délétion Pfhrp3 isolée et deux cas de double délétion Pfhrp2/3. Les districts de Diré, Djenné
et Taoudéni ont montré la plus forte proportion d'échantillons discordants.

L’étude met en évidence une prévalence extrémement faible (0,06%) des délétions des
génes Pfhrp2 et /3 au Mali. Néanmoins elle met en évidence le besoin d’une surveillance
continue des délétions dans les zones a risque afin de circonscrire a la propagation a I’échelle
nationale. Cette veille permettra d'adapter les politiques de santé publique et de garantir une
prise en charge efficace et pertinente des cas de paludisme, contribuant ainsi a la réduction de

la morbidité et de la mortalité liées a cette maladie au Mali.

Mots clés : Pfhrp2/3, délétion, TDR, Mali
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Abstract :

Malaria remains a major endemic disease in Mali and is ranked as the leading cause of
morbidity and mortality, particularly among children under five years of age. In this context,
Rapid Diagnostic Tests (RDTSs), based on the detection of the PfHRP2 protein of Plasmodium
falciparum, play a crucial role due to their rapidity and ease of use. However, the effectiveness
of these RDTs is threatened by the emergence of Plasmodium falciparum strains that have lost,
through deletion, the Pfhrp2 and/or Pfhrp3 genes (encoding PfHRP2 and PfHRP3). These
deletions lead to false-negative RDT results, complicating diagnosis and compromising

appropriate patient management, which may have serious consequences.

The main objective of this thesis was to evaluate the prevalence of these genetic deletions in
samples from Malian patients who obtained discordant results between clinical findings and
RDTSs. The study analyzed samples from 22,696 patients across 13 health districts, among
which 100 samples were identified as discordant. Molecular analysis using gPCR revealed the
presence of Pfhrp2 and/or Pfhrp3 deletions in these samples. More specifically, the study
identified one case of isolated Pfhrp2 deletion, one case of isolated Pfhrp3 deletion, and two
cases of double Pfhrp2/3 deletion. The districts of Diré, Djenné, and Taoudéni showed the

highest proportion of discordant samples.
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The study highlights an extremely low prevalence (0.06%) of Pfhrp2 and/or Pfhrp3 gene
deletions in Mali. Nevertheless, it emphasizes the need for continuous surveillance of these
deletions in at-risk areas in order to limit their spread at the national level. This monitoring will
make it possible to adapt public health policies and ensure effective and appropriate
management of malaria cases, thus contributing to the reduction of malaria-related morbidity

and mortality in Mali.

Keywords : Pfhrp2/3, deletion, RDT, Mali
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