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Allèles : versions alternatives d’un même gène 

Anticorps : protéines de type gamma-globuline produites par 

l’organisme au contact d’un antigène.  

Antigène : substance capable de provoquer la formation d’un 

anticorps spécifique par l’organisme dans lequel elle s’est 

introduite. 

Chromosome : structures filamenteuses auxquelles est associé le matériel 

génétique des cellules et des virus. 

Clone : population de cellules issues d’une même cellule mère ou 

ancêtre 

Complexité de l’infection : nombre moyen de clones ou souches de P. falciparum chez 

un individu infecté.  

Electrophorèse : technique de séparation des molécules (ADN, ARN, 

protéines) en fonction de leur taille et de leur charge en 

utilisant un courant électrique. 

Gène : segment de chromosome qui code pour un produit 

fonctionnant (ARN, un polypeptide). 

Génome : ensemble des gènes situés sur les chromosomes 

Génotype : constitution génétique d’un organisme (par opposition à son 

aspect physique ou phénotype). 

Infections multiples : proportion des sujets ayant plus d’un fragment ou clone ou 

souche. 

Nucléotide : élément constitutif d’un acide nucléique comprenant une 

base azotée, un pentose et un phosphate. 

Polymerase Chain Reaction : technique enzymatique permettant l’amplification 

spécifique (in vitro) d’une séquence nucléotidique précise 

que l’on désire rechercher ou étudier. 

Polymorphisme allélique : présence simultanée de plusieurs allèles d’un gène 

homologue. 
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INTRODUCTION 

Le paludisme ou malaria est une maladie infectieuse potentiellement mortelle causée par un 

parasite du genre Plasmodium appartenant au phylum des Apicomplexa. Cette maladie est transmise 

à l’homme lors d’un repas sanguin par une piqure de moustiques infectés du genre Anopheles. En 

effet, ce parasite est à l’origine de plusieurs centaines de millions d’infections. Sur la planète, 1 à 2 

millions de morts chaque année sont répertoriés (OMS, 2016).  

Le nombre de cas enregistrés est estimé à 219 millions en 2017 contre 217 millions en 2016 

(OMS, 2018). Le nombre de décès atteint jusqu’ à 438 millions dont 395 millions en Afrique 

(OMS, 2015). 

 La résistance aux antipaludiques comme la chloroquine et la sulfadoxine-pyriméthamine 

(Mita et al., 2009) est un problème récurrent, et a eu pour conséquence à l’anéantissement des 

efforts de lutte et une augmentation dramatique de la morbidité et de la mortalité palustres, 

essentiellement en Afrique sub-saharienne (Trape et al., 2002). Depuis 2008, l’efficacité des 

Combinaison Thérapeutique à base d’Artemisinine(ACT) dans le traitement du paludisme à P. 

falciparum a diminué en Asie du Sud-Est (Dondorp et al., 2009). Ceci se traduit par une réduction 

importante de la vitesse d’élimination des parasites chez les patients traités (demi-vie de clairance 

parasitaire) (Flegg et al., 2011).  

 Ainsi, conscient de ces fléaux, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) préconise une 

surveillance systématique de la résistance aux médicaments antipaludiques ainsi que les études des 

différents marqueurs pour avancer et évaluer l’impact de lutte contre le paludisme et ensuite aider 

les pays à renforcer leurs efforts dans ces domaines importants.  

L’étude de la diversité génétique est un des moyens pour évaluer l’impact et l’efficacité 

thérapeutique des antipaludiques. A Madagascar, P. falciparum représente à lui seul 96 % des 

infections palustres. L’une de ses caractéristiques est son polymorphisme génétique et antigénique. 

Il est responsable du neuro-paludisme et de l’anémie sévère. En Afrique, des données sont 

disponibles sur la diversité génétique de P.falciparum. Cependant à Madagascar, les données 

concernant la diversité génétique de cette espèce restent encore limitées. Par conséquent, la 

présente étude a été réalisée pour enrichir les informations sur le polymorphisme de P. falciparum 

en analysant les gènes msp-1 et msp-2  parmi les isolats récoltés dans la commune rurale 

d’Antsirasira (Figure 7, p.15), district de Besalampy, région Melaky appartenant au faciès Tropical 

(Figure 4, p.11) au Nord-Ouest de Madagascar, lors d’une riposte épidémique en février et mars 

2017.  
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Le paludisme est la huitième cause de mortalité et morbidité à Madagascar qui reste encore 

un pays endémique à plus de 90% (EIPM 2016). En décembre 2017, une augmentation significative 

du nombre de cas de mortalité suspecté du paludisme a été identifiée dans la commune rurale 

d’Antsirasira qui sujette chaque année à des épidémies. En réponse à cette épidémie, une descente a 

été réalisée par le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) pour maitriser la 

situation. Un dépistage actif suivi des traitements appropriés et une aspersion domiciliaire ont été 

effectués pour répondre à cette alerte. Le but de cette étude était de caractériser la diversité 

génétique, la distribution allélique aussi bien que la complexité des infections dans les isolats 

provenant de cette zone durant l’alerte épidémique. 

Ce travail a pour objectifs de : 

(i) Déterminer et/ou confirmer les espèces plasmodiales dans cette zone par la 

microscopie et par méthode moléculaire, 

(ii) Collecter des données sur la diversité génétique de la population de Plasmodium 

falciparum en amplifiant les gènes msp-1 et msp-2. 

La première partie de ce travail sera consacrée à la synthèse bibliographique, et la seconde 

partie aux différentes techniques utilisées suivies des résultats obtenus avec leurs interprétations et 

de la discussion. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie I :  

SYNTHESE 

BIBLIOGRAPHIQUE 
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

I. BIOLOGIE DU PALUDISME 

A l’échelle mondiale, le paludisme constitue un risque majeur pour environ 3,2 milliards de 

personnes et 50% des populations à risque sont des enfants d’âge scolaire. L’Asie, l’Amérique 

latine, et l'Afrique subsaharienne y compris Madagascar, figurent parmi les zones les plus touchées 

(OMS, 2016) (Figure 1). 

 

Figure 1 : Répartition géographique du paludisme dans le monde depuis l’année 2000 (OMS, 

2016). 

I.1. Agent pathogène 

Il existe de très nombreuses espèces de Plasmodium (plus de 140), touchant diverses espèces 

animales, mais seulement cinq de ces espèces sont retrouvées en pathologie humaine : P. vivax, P. 

ovale, P. malariae, P. falciparum et P. knowlesii (Craweley et al., 2010 ; Barber et al., 2011). 

I.2. Cycle évolutif  

Le cycle parasitaire de Plasmodium est dixène, c’est-à-dire, composé de deux hôtes, le 

moustique Anopheles est l’hôte définitif et l’hôte intermédiaire est l’homme.  

Le cycle de Plasmodium se déroule en deux principales phases : la multiplication asexuée 

chez l’homme et la reproduction sexuée chez le moustique Anopheles (Figure 2, p.4). 

 La multiplication du parasite chez l’homme est divisée en deux phases : 

 la phase hépatique ou pré-érythrocytaire (exo-erytrocytaire) : la phase d’incubation du parasite 

dans les cellules du foie ou hépatocytes, stade cliniquement asymptomatique. 
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 la phase sanguine ou érythrocytaire : l’invasion du parasite dans les globules rouges et est 

responsable des symptômes cliniques du paludisme après libération des hemozoines.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Cycle évolutif du Plasmodium (www.cdc.gov/malaria/about/biology/) 

  I.2.1 Cycle asexué chez l’homme  

  I. 2.1.1. Cycle hépatique ou exo-érythrocytaire 

 Les sporozoïtes sont les premières formes infestantes de Plasmodium injectés par 

l’anophèle femelle lors de son repas sanguin. Ces formes parasitaires restent quelques heures dans 

la peau, la lymphe et le sang avant d’atteindre le foie. Ils se transforment ensuite en schizontes ou « 

corps bleus » qui sont formés par plusieurs noyaux. Après 7 à 15 jours, les schizontes deviennent 

matures et se multiplient dans les cellules hépatiques. S’ensuit la rupture des schizontes pour libérer 

des milliers de mérozoïtes dans la circulation sanguine (Figure 2, étape 4) (AFEPM, 2014).   

 Contrairement à P. falciparum et P. malariae, P. vivax et P. ovale présentent des 

sporozoïtes intra-hépatiques dans un état dormant appelés hypnozoïtes. Ils sont responsables d’une 

schizogonie hépatique retardée qui entraîne à nouveau la libération de mérozoïtes dans le sang 

plusieurs mois à quelques années après la piqûre du moustique. Ces formes vont être à l’origine 

d’accès de reviviscence du paludisme à P. vivax et à P. ovale. 

  I.2.1.2 Cycle sanguin ou érythrocytaire 

 Après libération des mérozoïtes, ces formes parasitaires envahissent les globules rouges 

grâce aux protéines de surface des merozoïtes. Des interactions spécifiques entre le parasite et la 

surface de la membrane du globule rouge permettent la pénétration du parasite dans les 

érythrocytes. Ensuite, les parasites se transforment en trophozoïtes présentant des formes en 

anneaux. Les trophozoïtes vont se développer en schizontes qui conduisent à la destruction du 

http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/
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globule rouge et à une nouvelle libération de mérozoïtes. Toutes ces transformations varient de 24 à 

72 heures, en fonction des espèces plasmodiales.   

           La libération de mérozoïtes dans le sang entraine une augmentation de la parasitémie chez 

l’homme. Le sujet devient alors fébrile avec des symptômes cliniques comme la fatigue et la fièvre 

caractéristiques d’un accès palustre simple. Les cas de paludisme grave causés par P. falciparum 

sont caractérisés par des symptômes sévères (anémie, détresse respiratoire, hypoglycémie, 

insuffisance rénale) résultant de la propriété de P. falciparum de se séquestrer dans les organes 

nobles tels que le cerveau, poumons, reins et dans le placenta. 

Après un certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoïtes subissent une 

maturation accompagnée d’une différenciation sexuée, pour se transformer en gamétocytes mâle ou 

femelle (Figure 2, étape 7, p. 4). Ces gamétocytes sont ingérés par le moustique lors d’un nouveau 

repas sanguin pour générer la reproduction du parasite (Figure 2, étape 8, p. 4). 

I.2.2. Cycle sexué chez les moustiques 

Le cycle sexué chez le moustique Anophèles (Figure 3) débute par l’évolution des 

gamétocytes ingérés en gamètes dans la lumière de l’estomac de l’anophèle (Figure 2, étape 9, p. 4). 

Les gamètes se différencient en macrogamète femelles et en microgamète mâles après un processus 

de division et d’exflagellation. Puis, se produit la fécondation qui conduit à la formation d’un 

zygote mobile diploïde ou ookinète. Ce dernier va traverser la paroi stomacale du moustique et 

devenir un oocyste après division méiotique. Les cellules dans l’oocyste vont prendre une forme 

allongée et se transforment en sporoblastes puis en sporozoïtes (Figure 2, étape 12, p. 4). Apres 

rupture de la paroi de l’oocyste, les sporozoites sont liberés dans la cavité générale où ils migrent 

vers les glandes salivaires du moustique pour être injectés à l’hôte humain lors d’un prochain repas 

sanguin (Figure 2, étape 1, p. 4). La durée du développement sporogonique des Plasmodium varie 

en fonction des conditions climatiques : entre 9 et 20 jours pour P. falciparum (entre, 

respectivement, 30 °C et 20 °C) (AFEIM, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Anophèles sp. femelle. 
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I.3 Diagnostic biologique du paludisme  

Le diagnostic du paludisme est une urgence, tout accès palustre survenant chez un sujet non 

prémuni (cas du paludisme d’importation) pouvant évoluer en quelques heures vers un paludisme 

grave potentiellement mortel. Un diagnostic rapide et précis mène à une bonne prise en charge du 

patient. 

 Les outils de diagnostic sont utilisés pour déterminer la présence ou non de parasites dans le 

sang du sujet suspecté. Plusieurs méthodes peuvent être utilisées pour diagnostiquer le paludisme : 

les tests de diagnostic rapide (TDR), l’examen parasitologique par microscopie et le diagnostic 

moléculaire par PCR. 

I.3.1 Test de diagnostic rapide (TDR) 

  Il existe plusieurs types de TDR vendus par les fournisseurs sur le marché depuis 1990 

(Parasight, ICT Malaria P.f Test, OptiMal (Flow), CARE start, SD bioline…). Ainsi, l’OMS a 

développé un système de contrôle de qualité afin de guider les utilisateurs mais aussi d’inciter les 

fabricants à suivre la norme « ISO-13485 : Dispositifs médicaux - Systèmes de management de la 

qualité - Exigences à des fins réglementaires ».  

Basés sur leurs propres spécificités et leurs sensibilités, ces TDR sont des tests   

immunochromatographiques sur membrane de nitrocellulose qui reposent sur la détection des 

antigènes spécifiques aux espèces plasmodiales.  

Le sang total prélevé au niveau de la pulpe du doigt (environ 5 µl), est déposé sur la 

membrane de nitrocellulose qui compose le TDR. L'addition d'un tampon de lyse permet aux 

complexes antigènes-anticorps de migrer par capillarité. Les complexes sont arrêtés par un 

deuxième anticorps révélateur fixé à la membrane.  

  S’il y a présence d’antigènes d’espèces plasmodiales dans le sang, le ou les antigènes 

détectés s'attachent aux anticorps monoclonaux spécifiques marqués d'un chromogène le plus 

souvent à l'or colloïdal. Le TDR détecte principalement trois types d’antigène spécifiques aux 

espèces plasmodiales :  

- l’HRP2 ou Histidin Rich Protein 2, une protéine spécifique de P. falciparum secrétée au 

cours du stade asexué  et par le jeune gamétocyte. Elle peut se trouver dans la circulation 

sanguine pendant quelques semaines après le traitement efficace des parasites (Laferi et al., 

1997) ;  

- le pLDH ou parasite lactate deshydrogenase, une protéine pan-spécifique des cinq espèces 

plasmodiales ou encore spécifique au P. falciparum (PfLDH), ou spécifique au P. vivax 

(PvLDH) ;  
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- l’aldolase, une protéine de l’antigène pan-spécifique commune pour toutes les espèces 

plasmodiales exceptée P. knowlesi. 

Le TDR possède plusieurs avantages. Son utilisation ne nécessite pas de compétence ni de 

formation particulière. Il est réalisable dans la majeure partie des zones d’études incluant les zones 

enclavées ; de plus, les résultats sont obtenus après 15 à 20 minutes. En raison de ces critères, en 

plus du diagnostic microscopique, l’OMS recommande fortement l’emploi du TDR en cas de 

suspicion palustre (Perkins et al., 2008 ; Mawili-Mboumba et al., 2013 ; Aubry et al., 2015).  

Le seuil de détection est d’environ 100 à 200 parasites/µl, en dessous de ce taux, le test est 

déclaré négatif. Cependant, il ne permet pas de quantifier les parasites ni de distinguer les espèces 

plasmodiales. 

Par comparaison avec le diagnostic microscopique, le TDR peut mener à des résultats 

discordants sur la positivité et l’identification d’un accès palustre. Un TDR est qualifié de faux 

négatif lorsque la parasitémie est basse, inférieure au seuil de détection du TDR utilisé. De même, 

un diagnostic faux positif peut être obtenu jusqu’à 3 à 4 semaines après élimination du paludisme 

par l’ACT. 

1.3.2. Diagnostic microscopique 

Le diagnostic microscopique est réalisé à partir de deux préparations d’étalement du sang 

capillaire (ou veineux) sur une même lame : la goutte épaisse et le frottis mince, après coloration au 

GIEMSA ou May Grundwald Giemsa. La détection et l’identification des parasites se font par la 

reconnaissance de la morphologie propre aux différents stades de développement de l’espèce 

plasmodiale et les globules rouges parasités à l’aide d’un microscope optique. En outre, la charge 

ou la densité parasitaire peut être estimée. La microscopie est un paramètre utile pour évaluer 

l’évolution de la réponse parasitologique lors des études d’efficacité thérapeutique d’un 

antipaludique et la clairance parasitaire pour contrôler le traitement d’un patient impaludé après 

l’administration d’un antipaludique. Elle permet de confirmer ou réaffirmer l’espèce plasmodiale 

lors d’une étude du profil épidémiologique. La sensibilité de détection de la goutte épaisse est de 

l'ordre de 10 à 20 parasites/µl de sang (Pina et al., 2007) pour un personnel qualifié.  

Cette technique est peu coûteuse en moyen, en réactifs et nécessite un personnel formé 

(Canier et al., 2013) ainsi que des infrastructures de proximité. Si le frottis sanguin est de mauvaise 

qualité ou mal coloré, l’identification des espèces plasmodiales ainsi que la quantification sont 

difficiles à réaliser (Scolpel et al., 2004 ; Bejon et al., 2006). Les limites de la microscopie sont 

aussi liées aux faibles parasitémies et à l’expérience du microscopiste à identifier les parasites 

(Mbakilwa et al., 2012 ; Ohrt et al., 2002 ; McKenzie et al., 2003). 
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Malgré ces limites, la microscopie reste la méthode de référence (Gold Standard) pour la 

détection du Plasmodium.  

I.3.3. Diagnostic moléculaire par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

La PCR est une technique élaborée à la fin des années 1980 par Pr. K.B. Mullis, qui a reçu 

pour ses recherches le Prix Nobel de Chimie en 1993. La réaction de PCR consiste à amplifier une 

région spécifique d’un génome par réplication in vitro afin d’obtenir de multiples copies d’un 

fragment d’ADN cible d’un ADN matriciel génomique.  

Dans les années 1999, la PCR a été exploitée pour obtenir un diagnostic moléculaire des 

espèces plasmodiales présentes dans le sang. C’est à partir d’une succession de PCRs 

conventionnelles, qu’une méthode appelée PCR nichée a été développée par Snounou et 

collaborateurs pour le diagnostic moléculaire du paludisme. Cette réaction de PCR a pour gène-

cible le gène codant pour la petite sous unité 18S de l’ARN ribosomal (Snounou et Singh, 1993).  

Par comparaison au diagnostic microscopique et le TDR, la PCR possède un seuil de 

détection plus élevé, pouvant détecter 1 à 10 parasites par microlitre de sang. Des études 

épidémiologiques ont mis en évidence une sensibilité et spécificité du diagnostic par PCR plus 

élevées que le diagnostic microscopique et le TDR. De plus, la PCR nichée permet de diagnostiquer 

les infections mixtes (Singh et al., 1996 ; Comores et al., 2016). 

En revanche, le diagnostic moléculaire par PCR nécessite une infrastructure adéquate, des 

réactifs et des équipements adaptés et couteux ainsi qu’une expertise technique. Par conséquent, le 

diagnostic moléculaire est difficilement réalisable pour la confirmation de cas palustres pour tous 

les centres de santé dans les zones endémiques ou lors des épidémies. 

 II. LE PALUDISME A MADAGASCAR 

II.1. Historique 

La première description du paludisme fut donnée vers les années 2700 avant Jésus-Christ 

(Bertrand et al., 2004). A Madagascar, le paludisme figure parmi les maladies infectieuses 

endémiques et son histoire sur cette île est liée à celle de sa population humaine. Rattaché au 

continent Africain avant de s’en détacher durant l’ère secondaire, Madagascar serait inhabité 

jusqu’à la période historique. Les parasites et les vecteurs du paludisme furent importés par des 

populations venues de différents pays (Julvez, 1995). Lorsque Diego Diaz débarqua en 1500, son 

équipage fut décimé par les fièvres, et son récit fut la première mention concernant les fièvres de 

Madagascar (Mouchet, 2004). 
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La création du premier service de lutte contre le paludisme, accompagnée d’études 

épidémiologiques n’a été réalisée qu’à partir de 1921 (Rakotonjanabelo, 1995). La surveillance 

épidémiologique menée en 1938 a montré que la proportion respective de P. vivax et P. 

falciparum était du même ordre de grandeur tant chez les colons que chez les indigènes (Societé 

des Nations, 1939). Une agressivité particulière de P. vivax a été notée à cette époque. Plus tard, 

après l'introduction de la chloroquine, l’incidence à P. vivax (5%) se situait après P. falciparum et 

P. malariae (Wilson, 1947). Dans les années 1950, la littérature montre que sur les hautes terres 

centrales, P. falciparum et P. vivax avaient presque la même prévalence (Joncour, 1956). En 

1993, dans ces régions, les proportions du paludisme à P. falciparum étaient de 80% contre 

20% à P. vivax (Blanchy et al., 1993). L’enquête nationale sur les indicateurs du paludisme à 

Madagascar en 2013 montre 0,25% de cas d’infection à P. vivax détectés par la PCR en temps réel 

(EIPMD, 2013). 

Parmi les dates importantes de la lutte contre le paludisme à Madagascar, le Programme 

National de Lutte contre le Paludisme(PNLP) a été fondé en 1998. Après plus de cinquante ans 

d’utilisation de la chloroquine, et vu l’échec thérapeutique vis-à-vis de ce médicament, le traitement 

du paludisme simple a basculé vers l’utilisation de la combinaison thérapeutique à base 

d’artémisinine en 2005. L’utilisation des TDR du paludisme au niveau des centres de santé de base 

a été adoptée au niveau national en 2007. Selon la disponibilité des fonds, la distribution des 

Moustiquaires Imprégnées de Longue Durée d’Action (MILDA) et les Campagnes d’Aspiration 

Intra-Domiciliaire (CAID) ont été effectuées selon les zones d’intervention définies par le plan 

stratégique de lutte contre le paludisme à Madagascar.  

II.2. Contexte  

Madagascar est une île de l’Afrique Subsaharienne située dans la zone tropicale dans le Sud-

Ouest de l’Océan Indien, entre 11°57’ et 25°30’ de latitude Sud et 43°14’ et 50°27’ de longitude Est 

à 400 km des côtes orientales africaines du Mozambique. Avec une population totale estimée à 25,6 

millions en 2017, Madagascar possède une superficie de 590 000 km² avec 5 000 kilomètres de 

côtes. Les parties côtières sont de basse altitude par rapport au centre du pays caractérisé par les 

hautes terres centrales avec une altitude de plus de 1500 m.  

Deux saisons climatiques bien distinctes sont observées dans les hautes terres centrales, 

caractérisées par un été chaud et pluvieux et un hiver frais et sec. Contrairement au climat des 

hautes terres centrales, le climat sur les côtes est plutôt chaud toute l’année et mais également 

pluvieux sur la côte Est de l’île.  A l’exception, le Sud de Madagascar présente un climat semi-aride 

voire sec presque toute l’année. 
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Le paludisme reste un problème majeur de santé publique dans la grande île. Il représente la 

huitième cause de morbidité surtout chez les enfants et les femmes enceintes, ces deux sous-

populations possédant un système immunitaire faible (Plan Stratégique National de Lutte Contre le 

Paludisme, 2013-2017).  

Le paludisme à P. falciparum est le plus fréquent dans toute l’île avec un taux de prévalence 

de 95%. Chez les patients à faible immunité, P. falciparum provoque des infections aiguës pouvant 

entrainer la mort si une prise en charge adéquate n’est pas donnée rapidement.  

De façon générale, P. vivax a longtemps été négligé dans le monde. En 2010, une étude 

épidémiologique réalisée à Madagascar a montré une prévalence de P. vivax non négligeable de 

8,8%, notamment dans la région Ouest en marge des hautes terres centrales dans les régions de 

Tsiroanomandidy et Maevatanana (Menard et al., 2010).  

Les principaux vecteurs sont Anopheles funestus, Anopheles gambiae et Anopheles 

arabiensis (OMS 2018). 

II.3. Faciès épidémiologique du paludisme à Madagascar 

En fonction des conditions climatiques et de la capacité vectorielle des moustiques Anopheles à 

Madagascar, 4 faciès épidémiologiques de paludisme ont été définis (Mouchet et al., 1995 ; EIPM, 

2016) : 

 le faciès équatorial sur la côte-Est avec une forte transmission pérenne. Les principaux vecteurs 

sont Anopheles gambiae ss et Anopheles funestus ;  

 le faciès tropical sur la côte-Ouest avec un paludisme saisonnier d’environ six mois entre 

octobre et avril (haute transmission). Trois espèces de vecteurs sont présentes : Anopheles 

gambiae ss, Anopheles arabiensis et Anopheles funestus ; 

 le faciès subdésertique dans le sud avec une transmission épisodique et courte (basse 

transmission, à risque épidémique). Anopheles arabiensis est le seul vecteur ; 

 le faciès des hauts plateaux avec un paludisme instable entre janvier et avril avec comme 

vecteurs : Anopheles arabiensis et Anopheles funestus. 

La répartition du paludisme à Madagascar est caractérisée par son hétérogénéité, 

conséquence des variations régionales en termes de pluviométrie, de température et d’altitude. 
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Figure 4 : Faciès épidémiologique du paludisme à Madagascar 

De ces quatre faciès, résultent des types de transmission variables dans le pays, avec des 

régions endémiques au paludisme et autres régions subissant des épidémies : 

- sur les côtes Est et Ouest du pays, le paludisme est stable avec une transmission élevée et 

régulière. La morbidité et la mortalité sont concentrées chez les jeunes enfants âgés de moins de 15 

ans ; 

- dans la région Sud et Hautes terres centrales (HTC), le paludisme est instable. Notamment, la 

transmission dans les hautes terres reste très basse ayant été interrompue pendant plusieurs années. 

Contrairement aux HTC, la région du Sud-Ouest subit des épidémies tous les ans. 

A la limite des faciès HTC et subdésertique se trouve un 5
ème

 faciès appelé faciès marge 

(EIPM, 2016). 
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III. STRUCTURE MOLECULAIRE ET DIVERSITE GENETIQUE DE 

Plasmodium falciparum 

III.1. Structure des gènes 

En 1996, un effort concerté de la communauté scientifique internationale a permis de 

réaliser le projet de séquençage et d'annotation du génome du clone 3D7 de P. falciparum 

(Hoffman et al., 1997). Entre 1998 et 1999, les chromosomes 2 et 3 ont été entièrement 

séquencés (Gardner et al., 1998 ; Bowman et al.1999) et il fallait attendre la fin de l’année 2002 

pour la publication du génome complet. La totalité des séquences sont en libre accès avec 

néanmoins quelques parties à compléter (Gardner et al., 2002). 

Le génome du P. falciparum est composé de 22,8 mégabases (Mb) repartis en 14 

chromosomes linéaires. Ces chromosomes représentent un total de 25 à 30 mégabases d’ADN, 

soit approximativement 5000 gènes. 

Les plus polymorphiques de ces gènes, entre autres les gènes de surface   des 

merozoites, sont largement utilisés comme marqueurs génétiques dans les enquêtes 

épidémiologiques investiguant sur la diversité génétique des souches de P. falciparum (Babiker 

et al.1997 ; Snounou et Beck 1998). Ce sont particulièrement les gènes codant pour des 

protéines du même nom : merozoite surface protein-1 (msp-1), merozoite surface protein-2 

(msp-2), merozoite surface protein 3 (msp-3), le glutamate-rich protein (glurp), 

circumsporozoite protein (csp), erythrocyte binding antigen-175 (eba-175), apical membran 

antigen 1 (ama-1). Plusieurs mécanismes sont évoqués dans le polymorphisme génétique de P. 

falciparum : la duplication génique, la conversion, la translocation, les délétions et les insertions 

géniques (Kemp, 1992 ; Deitsch et al., 1997). Aussi, les recombinaisons intragéniques qui se 

produisent généralement dans les segments répétitifs du gène conduisent à des motifs différents 

par leur taille et ceci, d’une souche plasmodiale à une autre (Meyer et al., 2002). Ce 

polymorphisme a comme conséquence que les individus au sein de l’espèce soient différents les 

uns des autres. 

III.2. Gène merozoite surface protein-1 (msp-1) 

Le gène merozoite surface protein-1 (msp-1) situé sur le chromosome 9 de P. falciparum 

(Triglia et al., 1992) peut être divisé en 17 blocs plus ou moins conservés entre les souches de P. 

falciparum (Marcelo et al., 2003). Le bloc 2 constitue une exception au dimorphisme car en 

plus des familles alléliques K1 et MAD20, est fréquemment trouvée dans ce bloc une troisième 

famille d’allèles nommée RO33 (Figure 5, p. 13). Ce gène code pour la synthèse d’une protéine 
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mérozoïtique de surface de grande taille (185-200 KDa) fortement impliquée dans l'invasion de 

l'érythrocyte. 

 

Figure 5 : Représentation schématique du gène msp-1 de P. falciparum montrant les 17 domaines 

(Tanabe et al., 1999) 

III.3. Gène merozoite surface protein-2 (msp-2) 

Le gène merozoite surface protein 2 (msp-2), présent sur le chromosome 2, a été isolé et 

séquencé (Thomas et al., 1990 ; Fenton et al. 1991 ; Smyth et al., 1991 ; Marshall et al., 1994) à 

partir de plusieurs souches de P. falciparum. Ce gène, très polymorphe, code pour la synthèse 

d’une protéine du même nom située à la surface du mérozoïte (Abu Bakar., 1997).  

Le gène est divisé en cinq blocs dont les blocs 1,2, 4 et 5 situés aux extrémités sont 

conservés ou semi- conservés. Le bloc 3 de ce chromosome est très variable et comporte les 

allèles 3D7 et F27 qui permettent de différencier les clones du parasite (Ferreira et Harlt, 2007 

; Kanunfre et al., 2003 ; Low et al., 2007 ; Boyle et al., 2013). La figure 6  ( p .  1 4 )  

présente une description de la structure du gène msp-2, mettant en évidence la différence entre 

les deux familles alléliques. 
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Figure 6 : Représentation de la structure des deux familles alléliques du gène msp-2 

               ( Boyele et al.,  2013) 
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MATERIELS ET METHODES 

II.1 MATERIELS 

  II.1.1. Sites d’étude 

    II.1.1.1. Commune rurale d’Antsirasira 

         Les données de cette étude ont été collectées chez les villageois vivant dans différents 

villages de la commune rurale d’Antsirasira qui se situe dans la région du Melaky (Nord-ouest de 

Madagascar), district de Besalampy limitrophe entre le District de Besalampy (à 250 km) et celui 

d’Ambatomainty (à 100 km) (Figure 7). Cette zone se trouve dans le faciès tropical. Avec une 

superficie de 1012 km
2
, 

 
la commune d’Antsirasira est repartie en six Fokontany dont la plupart 

sont enclavés. Sa population est estimée à 3640. 

 

Figure 7 : Carte de la commune d’Antsirasira et les Fokontany d’intervention 

Source : Cartographie des ripostes épidémiques, DLP (2018) 
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    II.1.1.2. Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) 

Le PNLP, spécialisé dans la surveillance du paludisme comprend en son sein, outre 

l’administration, plusieurs services dont le Laboratoire National de Lutte contre les Maladies à 

Transmission Vectorielle (LNLMTV) où les échantillons prélevés ont été traités et analysés. 

  II.1.2. Population d’étude 

     II.1.2.1. Estimation de la taille d’échantillon 

Pour évaluer la diversité génétique, 220 échantillons seraient supposés suffisants pour 

collecter des données exploitables de la diversité génétique de population de P. falciparum dans une 

commune dans le cadre d’une riposte épidémique. 

     II.1.2.2 Critères d’inclusion 

 Les sujets prélevés étaient les villageois habitants, présents lors de la descente et âgés d’au 

moins six mois, 

 Seuls les échantillons positifs à P. falciparum par PCR font l’objet de la diversité génétique 

en se basant sur les gènes msp-1 et msp-2. 

  II.1.3. Collecte de données 

    II.1.3.1. Prélèvements  

Les échantillons ont été obtenus par prélèvements sanguins (lames : goutte épaisse- frottis 

minces et confettis) effectués à la pulpe du doigt (prélèvements capillaire) lors de la descente. Les 

étalements sur lames porte-objets ont servi au diagnostic microscopique et les prélèvements 

effectués sur papier filtre (spots de sang) ont été utilisés pour le diagnostic moléculaire (diagnostic 

d’espèces plasmodiales et étude de la diversité génétique de P. falciparum).  

    II.1.3.2. Réactifs  

II.1.3.2.1. Kit QIAamp DNA Blood (Qiagen) 

Le kit QIAamp DNA Mini Kit (250) QIAGEN (Gmbh, QIAGEN Strasse1, 40724 Hilden, 

GERMANY) a été utilisé pour extraire l’ADN parasitaire (génomique, mitochondrial, et pathogène) 

provenant d’une variété d’échantillons frais ou congelé. Le kit comprend une colonne de silice, un 

tube collecteur, un tampon de lyse, deux tampons de lavage, et une enzyme protéase. 

II.1.3.2.2 Amorces pour PCR 

Les amorces ont été fournies sous forme de lyophilisat et ont été reconstituées avec de l’eau 

distillée stérile (EDS) pour avoir une solution de stock de concentration 100 µM. Cette dernière 
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a été diluée au dixième pour avoir une solution de travail de 10 µM et conservée à -20°C jusqu’à 

son utilisation. 

Cinq couples d’amorces différentes ont été utilisés pour la détection des espèces de Plasmodium 

(Annexe 3, p. IV) et 7 autres pour le typage de msp-1 et msp-2 (Annexe 4, p. IV) 

II.1.3.3 Equipements de laboratoire 

Plusieurs équipements ont été utilisés pour effectuer les manipulations dans ce travail. 

 Thermocycleur 

Le thermocycleur permet l’amplification de la matrice d’ADN. Cet appareil est conçu pour 

la réalisation de la technique de PCR, il comporte une enceinte où sont déposés les tubes ou les 

plaques contenant le mélange réactionnel. Dans ce compartiment, la température peut varier de 0 à 

100°C. L’appareil permet la programmation de la variation de température, de la durée et de la 

succession des cycles ou l’automatisation de la réaction de PCR (Annexe 10, p. VIII). 

 Appareil pour l’électrophorèse  

           Ces  appareils (Cuve, générateur et circuit d’électrophorèse) permettent la migration et la 

séparation des acides nucléiques selon leur poids moléculaires (Annexe 11, p. VIII).  

 Gel scan 

Le Gel Scan (Bio-Rad) (Annexe 12, p. IX), branché à un ordinateur, permet de visualiser 

les produits de PCR sur gel d’agarose en utilisant un agent intercalant (le bromure d’éthidium) et 

photographier les gels d'électrophorèse (Annexe 11, p. VIII). 

 Autres matériels 

La liste des matériels et consommables est présentée sur  l’annexe 1 (p. I). 

  II.2. METHODOLOGIE 

    II.2.1. Test de diagnostic rapide (TDR) 

Sur terrain au moment du dépistage, avant tout traitement, le test de diagnostic rapide a été 

effectué avec le test SD BIOLINE Malaria Ag Pf/Pan (SD Bioline, 05FK63). Ce TDR permet la 

détection de l’antigène HRP2 spécifique de P. falciparum et de pan pLDH commune aux 4 espèces 

plasmodiales (P. falciparum, P. vivax, P. malariae et P. ovale). Après désinfection, 5 µl de sang 

capillaire sont prélevés et déposés sur l’alvéole S. Trois gouttes de la solution tampon sont ensuite 

déposées dans l’alvéole A, permettant la lyse des hématies et la migration des lysats. Le résultat 

doit être interprété dans un délai de 20 min pour les tests valides. 
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Le test est positif lorsque la bande pfHRP2 et la bande pan pLDH sont visibles 

simultanément ou une à une avec la présence de la bande de contrôle. Le test est négatif lorsque 

seule la bande de contrôle est visible. Le TDR invalide (lorsque la bande de contrôle ne s’affiche 

pas) est systématiquement refait. 

    II.2.2. Examen microscopique des parasites   

(Manuel de formation sur le diagnostic microscopique du paludisme, DLP 2016, OMS 2009) 

Pour l’examen parasitologique, une goutte épaisse (environ 5µl de sang) et un frottis 

mince (environ 3µl de sang) ont été étalées sur une même lame bien dégraissée et codée lors du 

dépistage. Apres séchage, le frottis a été fixé au méthanol. Les lames ont ensuite été colorées au 

GIEMSA 10% pendant 10 minutes, puis séchées et lues à l’objectif X100 sous microscope 

optique en utilisant une huile à immersion. 

Les densités parasitaires (DP) pour P.falciparum, exprimées en nombre de parasites par 

microlitre (µl) de sang ont été calculées à partir de la lecture des gouttes épaisses selon la 

méthode suivante : le nombre de parasites par µl de sang dans une goutte épaisse est établi par 

rapport au nombre de leucocytes, fixé à 8000 par microlitre de sang. 

Un compteur manuel à double touche a été utilisé pour compter les parasites et les 

leucocytes. Pour calculer le nombre de parasites par microlitre (ou DP), le nombre 
«
N

»
 de 

parasites et le nombre 
«
X

»
  de leucocytes  sont comptés en même temps, selon la formule 

suivante :  

 

 

Si le nombre de parasites N est ≥ 100 dans 200 leucocytes, la formule ci- dessous est 

appliquée : 

 

 

Si le nombre de parasites N est   < 100 pour 200 leucocytes,  la lecture continue jusqu’ à 

500 leucocytes et la densité parasitaire sera : 

 

DP = N × 8000 / 200 = N x40 

 

DP = N × 8000 / 500 = N x16 

 

DP = (nombre parasites comptés N × 8000) / X.  
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Les lames dont la goutte épaisse est défectueuse, ont été examinées seulement au niveau du 

frottis mince et la densité parasitaire est calculée à partir du frottis. 

En estimant à 200 en moyenne le nombre de globules rouges (GR) par champ 

microscopique et à 4 500 000 le nombre d’hématies par microlitre de sang, l’expression de la 

DP est la suivante :  

 

Le frottis a servi par ailleurs à l’identification de l’espèce plasmodiale, du stade parasitaire 

et la DP dans le cas où la goutte épaisse était illisible (Fixée par le méthanol ou détachée). 

La lame est déclarée négative si aucun parasite asexué n’est trouvé sur toute la goutte ou le 

frottis. 

    II.2.3. Techniques d’analyse moléculaire : Polymerase Chain Reaction (PCR) 

La réalisation de diagnostic moléculaire par PCR nichée dans cette étude comprend quatre 

étapes : 

 la confection des confettis sanguins (Blood spot à 4 puits d’environs 30 à 50 µl de sang de 

chaque) sur terrain ; 

 l’extraction d’ADN à partir des confettis ; 

 l’amplification du gène-cible des espèces plasmodiales par PCR nichée ;  

 l’amplification du gène cible de polymorphisme par PCR nichée. 

        II.2.3.1. Méthode d’extraction par QIAGEN 

Principe : 

 L’ADN plasmodial a été extrait à partir des échantillons de sang collectés sur des confettis 

en utilisant la QIAamp DNA Mini Kit. 

La méthode d’extraction d’ADN par la méthode QIAGEN comprend 5 étapes : 

 

 Figure 8 : Déroulement de l’extraction d’ADN génomique par la méthode QIAGEN 

DP = Nombre de GR parasités × 4 500 000 / Nombre de sang examiné x 200 

 



Matériels et méthodes 

20 
 

 découpage des confettis sanguins 

Les confettis sont découpés en petits morceaux à l’aide de ciseaux (nettoyés avec du DNAse, 

de l’eau et de l’alcool 70°C pour chaque échantillon) et déposés dans un tube eppendorf stérile 

préalablement identifié.  

 lyse des cellules sanguines 

Une solution tampon ATL 180 µl fournie dans le kit est ajoutée dans l’eppendorff contenant 

les confettis découpés. Les tubes sont ensuite incubés à 85°C pendant 10 minutes au bain marie 

pour procéder à la première lyse thermique de la membrane des cellules sanguines. Puis les tubes 

sont centrifugés à 8000 tours/minute pendant 30 à 45 secondes pour éliminer les gouttelettes 

accumulées à l’intérieur du capuchon. Après cette incubation, une lyse de type chimique est 

réalisée en additionnant 20 µl de protéinase K dans chaque tube, qui est une étape très importante 

dans l’extraction des acides nucléiques. Une seconde lyse thermique est effectuée en mettant les 

tubes à 56°C au bain marie pendant 1 heure au minimum. Les tubes sont de nouveau centrifugés à 

8000 tours/minute pendant 30 à 45 secondes. Enfin, l’ajout des 200 µl de tampon AL (fourni dans 

le kit) dans les tubes provoque une lyse totale de la membrane des cellules sanguines. La solution 

dans les tubes est mélangée immédiatement pendant 10 à 15 secondes au moyen d’impulsions au 

vortex. 

 séparation de l’ADN génomique du lysat cellulaire sur la membrane d’une colonne 

QIAamp. 

Afin de fixer l’ADN sur la membrane de la colonne QIAamp (délivrée dans le kit), 200 µl 

d’éthanol sont ajoutés à la solution obtenue après lyse complète. Les tubes sont ensuite vortexés 

pendant 10 à 15 secondes et centrifugés à 8000 tours/minute pendant 60 secondes. Puis le volume 

total obtenu depuis l’étape de lyse jusqu’à l’étape de séparation de l’ADN génomique (environ 

600 µl), sont retirés du tube eppendorf et transférés dans la colonne QIAamp préalablement 

identifiée. L’ADN génomique est alors adsorbé sur la membrane de la colonne QIAamp et séparé 

les lysats cellulaires qui sont élués à travers la membrane sous l’effet de la force centrifuge à 8000 

tours/minute pendant une minute (Figure 8, p. 20). 

 lavage de la membrane de la colonne QIAamp  

L’étape de lavage consiste à éluer les restes des lysats cellulaires à travers la membrane de la 

colonne QIAamp. 500 µl de premier tampon de lavage AW1 (fourni dans le kit) sont ajoutés dans 

la colonne QIAamp. La colonne est ensuite centrifugée à 8000 tours/minute pendant une minute. 

Le lavage de la membrane est poursuivi en additionnant 500 µl d’un deuxième tampon de lavage 

AW2. Puis, une nouvelle centrifugation à 14000 tours/minute est réalisée pendant trois minutes. 
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Enfin, la colonne est centrifugée à vide à 14000 tours/minute pour maximiser l’élimination des 

lysats cellulaires à travers la membrane QIAamp (figure 11, p. 20).  

 elution de l’ADN génomique à partir de la membrane QIAamp 

La colonne QIAamp est déposée dans un nouveau tube eppendorf stérile bien identifié. Puis, 

150 µl d’AE (fournit dans le Kit) ou d’eau distillée stérile dénuée de toute DNAse et RNAse sont 

ajoutés dans la colonne pour éluer l’ADN à travers la membrane. Enfin, une centrifugation des 

tubes à 14 000 tours/minute durant une minute est effectuée pour maximiser l’élution de l’ADN 

(Figure 11, p. 20). L’ADN est récupéré et puis conservé dans un congélateur à - 20°C jusqu’à son 

utilisation. 

II.2.3.2. Confirmation du diagnostic d’espèce par PCR nichée  

a) Méthodologie  

Après l’extraction de l’ADN, une PCR de diagnostic d’espèce est nécessaire pour confirmer 

la présence de l’ADN parasitaire et pour déterminer l’espèce plasmodiale avant d’effectuer le 

polymorphisme. Le protocole utilisé est la PCR nichée utilisée par Snounou et collaborateur qui 

cible le gène ARNr 18S (Snounou et al., 1993). Elle est constituée de deux PCR successives : la 

première PCR (PCR1) permet de déterminer le genre Plasmodium et la deuxième PCR (PCR2) 

nichée permet d’identifier les espèces de Plasmodium. Les fragments d'ADN cibles sont amplifiés 

à partir d’un couple d'amorces qui délimitent la séquence sélectionnée du gène de l’ARNr 18S. La 

réaction d’amplification se fait de façon cyclique, chaque cycle étant composé de trois 

étapes (Figure 9, p. 22) : dénaturation de l’ADN matriciel (étape 1, Figure 9, p. 22), hybridation 

des amorces (étape 2 Figure 9,  p. 22) et élongation des ADN nouvellement synthétisés (Étape 3, 

Figure 9, p. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

                 Figure 9 : Schéma du cycle de la PCR 

  Source : Manuel de diagnostic d’espèces de Plasmodium, Laboratoire PNLP (2013). 
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 Etape 1 : la dénaturation de l'ADN, consiste à séparer l’ADN double brins en deux ADN 

simple brin par chauffage à haute température supérieure à 94°C (Etape 1, figure 9). 

 Etape 2 : l’hybridation des amorces qui impliquent l’utilisation d’amorces sens et anti-sens 

de la séquence à cibler et caractéristique du genre Plasmodium pour la PCR1. Pour la PCR2, de 

nouvelles amorces sens et anti-sens spécifiques de la séquence cible à chaque espèce plasmodiale 

sont utilisées. La température d’hybridation dépend étroitement des amorces utilisées lors de la 

PCR1 et de la PCR2, et se trouve généralement entre 45°C et 65°C. Elle est optimisée afin 

d’obtenir une fixation maximale des amorces sur la séquence d’ADN à cibler (Etape 2, figure 9). 

Les amorces caractéristiques du genre Plasmodium et les espèces utilisées dans le protocole 

de PCR ciblant l’ARNr 18S sont illustrées dans l’annexe 3 (p. IV). 

 Etape 3 : l’élongation qui requiert spécifiquement l’utilisation d’une enzyme polymérase 

appelée Taq polymérase. La Taq polymérase est clonée et exprimée dans une bactérie 

thermophile appelée Thermus aquaticus. Elle est utilisée en raison de sa propriété de résister à des 

hautes températures de l'ordre de 100°C (Etape 3, figure 9). Quel que soit l’enzyme Taq utilisée, 

une température de 72°C est généralement fixée pour cette étape d’élongation. 

b) Préparation du mélange réactionnel pour les PCR  

La préparation du mélange réactionnel est la première étape pour effectuer une PCR. Le 

mélange réactionnel est la composition de plusieurs réactifs dont les amorces, la Taq polymérase, 

le dichlorure de magnésium (MgCl2), les désoxynucléoside-triphosphate (dNTPs) et le tampon. 

Afin de travailler dans un environnement le plus stérile possible, la hotte est mise sous radiation 

UV pendant 30 minutes. Tous les matériels utilisés sont nettoyés avec de la DNAse et de l'alcool 

avant et après chaque manipulation. 

Les réactifs sont décongelés avant la manipulation. Les volumes des réactifs pour un 

échantillon sont indiqués dans l’annexe 5 pour la PCR1 et dans l’annexe 6 pour la PCR 2. Sous la 

hotte, le mélange réactionnel est préparé en fonction du nombre 
«
n

»
 d’échantillons à tester plus 

trois afin d’assurer le volume exact de mix pour le nombre 
«
n

»
  d’échantillons en cas d’erreur de 

pipetage.  Puis 22 µl du mélange réactionnel sont ajoutés dans chaque microtube PCR numéroté 

et daté. Le mélange réactionnel pour la PCR2 est sensiblement identique à celui de la PCR1 en 

modifiant les amorces qui sont spécifiques de chaque espèce plasmodiale. 

c) Amplification d'ADN  

Pour la préparation de la solution du mélange réactionnel, tous les matériels utilisés sont 

nettoyés avec de la DNAse, puis à l’alcool et la hotte est irradiée aux UV pendant 30 minutes 

avant de procéder à l’ajout d’ADN dans les microtubes de PCR contenant chacun 22 µl du 
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mélange réactionnel. Ensuite 3 µl d’extrait d’ADN et de témoins (ADN positif et de l’eau stérile 

pour le témoin négatif) sont alors ajoutés dans les microtubes PCR.  

Puis, les microtubes PCR sont centrifugés brièvement pour enlever toute bulle d'air 

résiduelle et placés dans le thermocycleur. Les programmes PCR utilisés pour la PCR1 et la 

PCR2 avec leurs profils thermiques respectifs sont présentés dans l’annexe 9 (p. VII). 

Les produits issus de la PCR1 appelés amplicons servent de matrice ADN pour la deuxième 

amplification (PCR2) caractéristique des espèces de  Plasmodium (multiplex). Les différences 

entre les deux PCR reposent sur les amorces utilisées et la température d’hybridation des amorces.   

d) Electrophorèse des produits amplifiés 

- Principe : 

La technique d’électrophorèse sur gel d’agarose est utilisée pour séparer les ADN selon leur 

poids moléculaire. La séparation des ADN dépend de deux variables : la charge et la masse. Les 

molécules repoussées d’un côté par un courant électrique produit par une électrode sont attirées 

simultanément par le courant produit par l’autre électrode. Les produits finaux des PCR sont 

déposées dans les puits du gel d’agarose du côté de la cathode et migrent vers l’anode en raison 

de la charge négative des ADN présents (ou pas) dans les amplicons. La force de friction des 

matériaux composant du gel joue le rôle de « tamis moléculaire » et sépare les molécules en 

fonction de leur taille. La vitesse de migration à travers le gel dépend de leur poids moléculaire ; 

plus la molécule est de petite taille, plus sa migration est rapide. Enfin, la concentration du gel 

d’agarose préparée pour l’analyse des ADN obtenus par PCR dépendra de la taille des fragments 

d’ADN cibles. 

- Préparation du gel d’agarose : 

La quantité appropriée d’agarose a été pesée sur une balance de précision. Dans cette étude, 

le gel utilisé contient 1,5 à 2 % d’agarose et est préparé avec 1,5 g d’agarose dissous dans 100 ml 

de TBE 1X.  

Le mélange est chauffé au four micro-onde pendant environ 3 minutes 30 secondes à 4 

minutes 30 secondes, puis après une douce agitation, 4 µl de bromure d’éthidium (BET) est ajouté 

à la solution d’agarose. Le BET est un agent intercalant de l’ADN qui émet une fluorescence 

quand il est excité à une longueur d’ondes entre 254 et 365 nm dans l’ultra-violet (UV). Cette 

fluorescence permet la révélation des fragments d’ADN sur le gel. Enfin le gel d’agarose prêt à 

l’emploi est obtenu après écoulement de la solution d’agarose dans un moule contenant un ou des 

peignes à puits (selon la dimension du cuve) avant polymérisation de la solution. 
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- Dépôt et migration des produits de la PCR 2 : 

Le gel est prêt à utiliser quand il devient solide. Pour chaque amplicon à analyser, 5 µl de 

l’amplicon sont mélangés avec 3 µl de bleu de charge qui permet de pousser les ADN au fond du 

puits et de suivre la migration sur gel au cours du temps. Après dépôt du gel dans la cuve 

électrophorétique contenant le tampon de migration (TBE 1X), 8 μl de mélange (amplicon + bleu 

de charge) sont chargés dans les puits du gel. Huit microlitres (8 μl) du marqueur de poids 

moléculaire « DNA ladder 100 bp » sont ajoutés dans le premier et le dernier puits. 

Les paramètres de migration sont de 120 volts pendant une heure (Annexe 11, p.VIII). 

   e) Visualisation des bandes après migration 

Pour visualiser les bandes d’ADN après migration sur gel, le gel d'agarose est placé sous 

lumière UV puis photographié à l’aide de l’appareil Gelscan Biorad (BIiorad refer) en utilisant le 

logiciel Image Lab.  

La réaction de PCR nichée est considérée comme positive si le témoin positif présente une 

bande correspondante au poids moléculaire du fragment d’ADN attendu après la PCR2. De plus, 

il est important qu’aucune bande ne soit observée pour le témoin négatif. La présence d’une 

bande pour ce témoin négatif indique la présence de contamination au cours de la PCR. 

La taille des produits de PCR attendus pour le protocole de PCR ciblant l’ARN 18S 

(Snounou et al., 1996) est de 205 pb pour P. falciparum, de 121 pb pour P. vivax, de 145 pb pour P. 

malariae et de 787 pb pour P. ovale. 

Les échantillons analysés qui présentent des bandes de taille proche de la taille attendue sont 

considérés alors comme positifs. 

         II.2.3.2. Détermination de la diversité génétique de populations de P. falciparum : 

typage des gènes msp-1 et msp-2 par PCR nichée  

Seuls, les échantillons positifs à P. falciparum sont utilisés pour la diversité génétique. 

    a) Principe  

Les régions polymorphiques répétitives du bloc de 2 msp-1, du bloc 3 de msp-2 ont été 

amplifiées par une nested PCR pour étudier le polymorphisme de P. falciparum (Viriyakosol et 

al., 1995) et estimer la multiplicité de l’infection. 

Au cours d’une première amplification du gène cible, un premier couple d’amorces 

(MSP1-F/MSP1-R pour msp-1 et MSP2-F/MSP2-R pour msp-2) amplifie le segment du gène 

comprenant la région de polymorphisme (taille en pb). Puis, des couples d’amorces spécifiques 
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aux différentes familles alléliques des gènes msp-1 (K1, MAD20 et RO33) et msp-2 (FC27 et 

3D7) sont utilisés pour une seconde amplification. 

   b) Typage du gène msp-1  

Le couple d’amorce MSP1-PCR-F [5’-CAC ATG AAA GTT ATC AAG 

AAC TTG TC-3’] et MSP1-PCR-R [5’-GTA CCG CTA ATT CAT ATT CTA TTG 

CTA G-3’] permettant d’avoir un produit de taille 633 pb, est utilisé pour la première 

PCR. La composition du mélange réactionnel est présentée dans l’annexe 7 (p. V). 

Le programme d’amplification est composé : d’une dénaturation initiale à 94°C pendant 

5 minutes, d’un cycle correspondant à une dénaturation à 94°C pendant 30 secondes, 

une hybridation à 55°C pendant 40 secondes et une élongation à 72°C pendant 1 minute 

répété 30 fois et d’une élongation finale à 72°C pendant 5 minutes. 

Le produit d’amplification issu de la première PCR a été réamplifié en utilisant 

trois autres couples d’amorces spécifiques des trois familles alléliques de msp-1 : 

MAD20, K1, et RO33 (Annexe 4, p. IV). Le programme d’amplification était le même 

que celui de la première PCR sauf la température d’hybridation : une dénaturation 

initiale à 94°C pendant 5 minutes, un cycle correspondant à une dénaturation à 94°C 

pendant 30 secondes, une hybridation à 60°C (sauf pour K1 qui est de 62°C) pendant 30 

secondes et une élongation à 72°C pendant 40 secondes répété 30 fois et une élongation 

finale 72°C pendant 5 minutes. 

   c) Typage du gène msp-2  

Le couple d’amorce spécifique du gène Msp2 : MSP2-F [5’- ATG AAG GTA 

ATT AAA ACA TTG TCT ATT AAT- 3’] et MSP2-R [5’- ATA TGG CAA AAG 

ATA AAA CAA GTG TTG CTG- 3’] utilisé lors de la première PCR a permis d’avoir 

un produit de taille de 811 pb. La composition de mélange réactionnel est présentée 

dans l’annexe 7 (p. V). 

Le programme de l’amplification consiste en une dénaturation initiale à 94°C 

pendant 5 minutes, un cycle correspondant à une dénaturation à 94°C pendant 30 

secondes, une hybridation à 55°C pendant 40 secondes et une élongation à 72°C 

pendant 1 minutes répétée 30 fois et une élongation finale à 72°C pendant 5 minutes. 
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Le produit d’amplification issu de la première PCR a été réamplifié en utilisant 

deux autres couples d’amorces spécifiques de deux familles alléliques de Msp2 : 3D7 et 

FC27 (Annexe 4, p. IV). 

Le programme d’amplification est détaillé en annexe 9 (p. VII). 

   d) Electrophorèse des extraits amplifiés 

Similaire aux diagnostics d’espèces, les fragments d’ADN obtenus par la PCR sont en 

quantité telle qu’il est possible de les révéler directement par électrophorèse sur gel d’agarose 

à 2% pendant 1 h à 1h 30 minutes à 120 Volts en utilisant du bromure d’éthidium (BET) 

comme agent intercalant.  

La vitesse de migration étant dépendante de la masse moléculaire, les fragments d’ADN 

sont séparés en fonction de leur taille exprimée en paires de bases. Leur identification est 

facilitée par l’utilisation de marqueur de poids moléculaire (Figure 14). La révélation de 

l’électrophorèse a été faite sous UV en utilisant un système de documentation des images 

couplé à l’ordinateur donnant la possibilité d’estimer avec précision la taille exacte des 

bandes d’ADN.   

   e) Contrôle de qualité et interprétation des résultats 

  Des souches de P. falciparum en culture provenant de l’Institut Pasteur de Paris 

(PfDd2, PfD10 et PfNF54) ont été utilisées comme contrôles positifs en PCR pour les gènes 

msp-1 et msp-2, dont la taille des bandes attendues est connue.  

Un fragment de gènes amplifié se traduit par la présence de bandes correspondant soit à un 

intervalle de taille en pb couvrant les tailles des fragments appartenant aux fragments amplifiés 

(Annexe 9, p. VII), correspondant à une taille bien précise (Annexe 3 et 4, p. IV).   

La polyclonalité se traduit par la présence simultanée dans le même échantillon des bandes 

de tailles différentes. Chaque bande représente un clone ou un allèle. Pour chaque patient, les 

résultats de l’amplification sont analysés et interprétés en fonction de chaque marqueur de 

polymorphisme (msp-1, msp-2). 

Dans la littérature, il a été défini en ce qui concerne les gènes msp-1 et msp-2 que deux 

allèles msp-1 ou msp-2 sont considérés identiques lorsqu’ils diffèrent de seulement 10 paires de 

base (Cattamanchi et al., 2003). 
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   f) Analyse des données 

Les données ont été saisies et validées sur Excel 2016.  

Pour l’analyse de la diversité, les données sur la population allélique ont été analysées en 

comptant les nombres des allèles suivants leurs tailles. 

Pour permettre une analyse comparative de la fréquence des allèles entre les six 

Fokontany, les données des six villages ont été regroupées par âge et par Fokontany.  

L’analyse statistique a été faite avec le logiciel MedCalc.  
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III.1. RESULTATS 

Les données sociodémographiques (l’âge, le sexe, la température et la notion de voyage) de 

tous les sujets ont été enregistrées lors de la consultation. Ensuite, tous les résultats d’analyses 

sont transcrits dans une base de données contenant le TDR, la microscopie, le diagnostic 

d’espèces et le polymorphisme. 

III.1.1. RESULTATS DES TDR (SUR TERRAIN)  

Parmi les 2691 sujets dépistés sur terrain, 1401 (52%) sont positifs aux TDR (Tableau 1). 

Tableau 1 : Résultats des TDR par tranche d’âge 

Tranche d'âge 2-11 mois 1-5 ans 6-13 ans 14 ans et plus Total 

Nombre de CE 129 740 679 1143 2691 

TDR (+) 55 550 486 318 1409 

Taux de positivité (%) 42,63 74,32 71,56 27,82 52,36 

  

III.1.2. PREVALENCE DES ESPECES PLASMODIALES PAR DIAGNOSTIC 

MICROSCOPIQUE 

Pour le diagnostic microscopique, 263 lames ont été effectuées dont 181 présentent des 

formes asexuées de parasites, 19 ont des gamétocytes de P. falciparum et 63 lames sont négatives. 

La densité parasitaire varie de 48 à 194 565 parasites/µl de sang. La densité parasitaire moyenne 

est de 2800 parasites/µl de sang. Quatre échantillons présentent une infection mixte dont 2 P. 

falciparum + P. malariae et 2 autres P. falciparum + P. ovale. Par contre, aucun P. vivax n’est 

observé. 

III.1.3. PREVALENCE DES ESPECES DE PLASMODIUM PAR DIAGNOSTIC 

MOLECULAIRE 

Parmi les 263 confettis réalisés, 220 échantillons ont été testés pour l’analyse moléculaire. 

Deux cent sur deux cent vingt (200/220) échantillons sont positifs à P. falciparum, 13 mixtes dont 

10 P. falciparum + P. malaria et trois P. falciparum + P ovale (Tableau 2, p. 29). Aucun P. vivax 

n’est détecté dans les échantillons. Les figures 13 (p. 31)  et 14 (p. 32) montrent des résultats de 

diagnostic d’espèces après révélation sur gel. 
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Tableau 2 : Répartition des espèces plasmodiales par Fokontany  

Fokontany Andrafialava Antsirasira Ambonarabe Andrafiabe Antsiradrano Total 

ADNs extraits 22 39 50 69 40 220 

P. falciparum 22 36 36 62 31 187 

P. vivax 0 0 0 0 0 0 

P. f/P. malariae  0 2 4 4 0 10 

P. f /P. ovale 0 1 0 1 1 3 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Produit d’amplification pour la détection des espèces plasmodiales après révélation sur Gel 

scan dans le Fokontany d’Ambonarabe 

PM : Poids moleculaire ; CP : control positif (P. falciparum), CN : control négatif, 1 à 22 : ADN 

des sujets à Ambonarabe ; Pf+Pm : P. falciparum + P. malariae. 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Produit d’amplification pour la détection des espèces plasmodiales après révélation sur Gel 

scan dans le Fokontany d’Antsirasira 

PM : poids moleculaire ; CP : control positif (P.  falciparum), CN : control négatif, 1 à 22 : ADN 

des sujets à Antsirasira ; Pf+Po : P. falciparum + P. ovale
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III.1.4. DIVERSITE GENETIQUE DE P. falciparum : DIVERSITE DES GENES 

MSP-1 ET MSP-2  

III.1.4.1. Sensibilité et reproductibilité de la technique d’amplification par 

PCR 

Parmi les 220 échantillons, 200 ont été positifs par PCR à P. falciparum et ont été analysés 

par PCR en msp-1 et msp-2. Les échantillons sortis négatifs ont été testés de nouveau. Très peu 

d’échantillons ont été négatifs pour les allèles des gènes msp-1 et msp-2. Ainsi, au total, 200 

échantillons d'ADN de parasites ont été analysés dans les cinq Fokontany concernés.  

Les gènes msp-1 et msp-2 ont été amplifiés avec succès. Le taux d'amplification était de 

93% (186/200) pour le gène msp-1 et de 75,59% (151/200) pour le gène msp-2. 

III.1.4.2. Génotypage des gènes msp-1 et msp-2 

    III.1.4.2.1 Fréquence des familles alléliques 

 La distribution des différentes familles alléliques des gènes msp-1 et msp-2 est présentée 

dans le tableau 3. Dans les deux domaines, les allèles de type K1 et les allèles de type 3D7 étaient 

les plus fréquents.  

Tableau 3 : Distribution des allèles  

 Tranche d’âge  < 5 ans > 5-15 ans > 15 ans Total Pourcentage 

 Nombre d’ADN 77 88 35 200  

MSP1 MAD20 13 15 4 32 17,20% 

RO33 5 6 1 12 6,45% 

K1 21 16 6 43 23,12% 

MAD20/K1 14 11 8 33 17,74% 

MAD20/RO33 12 2 2 16 8,60% 

K1/RO33 12 6 3 21 11,29% 

MAD20/RO33/K1 13 10 5 28 15,05% 

MSP2 3D7 23 17 8 48 31,79% 

FC27 22 15 4 41 27,15% 

3D7/FC27 32 19 12 63 41,72% 

 

III.1.4.2.2. Diversité allélique (Distribution des allèles individuels msp-1 

et  msp-2) 

Tous les allèles identifiés ont été classés selon leur taille en paire de base (pb). Au total, 

39 allèles individuels ont été identifiés dans les deux gènes et dans les cinq Fokontany. 
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L’analyse du gène msp-1 a montré que 9 allèles de type K1 d'une taille allant de 160 à 300 

pb, 8 allèles de type Mad20 (120 à 250 pb) et une taille unique de type RO33 (160 pb) ont été 

identifiés dans des isolats de P. falciparum. 

Sur la base de l'analyse du gène msp-2, 10 allèles de type 3D7 d'une taille allant de 150 à 

350 pb et 11 allèles de type FC27 (300 à 600 pb) ont été détectés.   

L’analyse des allèles K1 du gène msp-1 a permis d’observer trois allèles les plus 

dominants (180pb, 200 bp et 240 bp), 160 pb (taille unique) pour l’allèle RO33 et présence de 3 

allèles dominants (180 pb, 200pb et 220 pb) pour MAD20. 

L’allèle 380 pb suivi de l’allèle 300 étaient le plus dominants pour les allèles 3D7. Pour les 

allèles FC27, les allèles 420 pb et 460 pb sont les plus infectants. 

 

Figure 12 : Produit d’amplification de l’allèle MAD 20 dans le Fokontany d’Antsiradrano 

PM : poids moléculaire ; CP : control positif MAD 20, CN : control négatif, 1 à 22 : ADN des 

sujets à Antsiradrano 

 

 

 

 

 

     

Figure 13 : Produit d’amplification de l’allèle RO33 du gène msp-1 dans le Fokontany d’Andrafialava 

PM : poids moléculaire ; CP : control positif RO33, CN : control négatif, 1 à 22 : ADN des sujets à 

Andrafialava 
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Figure 14 : Produit d’amplification de l’allèle K1 du gène msp-1 dans le Fokontany d’Ambonarabe 

PM : poids moléculaire ; CP : control positif K1, CN : control négatif, 1 à 22 : ADN des sujets à 

Ambonarabe 

 

Figure 15 : Produit d’amplification de l’allèle FC27 du gène msp-2 dans le Fokontany d’Andrafiabe 

PM : poids moléculaire ; CP : control positif FC27, CN : control négatif, 1 à 22 : ADN des sujets à 

Andrafialava 

 

Figure 16 : Produit d’amplification de l’allèle 3D7 du gène msp-2 dans le Fokontany d’Antsirasira 

PM : poids moleculaire ; CP : control positif 3D7, CN : control négatif, 1 à 22 : ADN des sujets à 

Andrafialava 
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III.1.4.2.3 Polyclonalité de l’infection 

Le nombre de génotypes par isolat était de 1 à 4 pour le gène msp-1. Pour le gène msp-2, il y avait 

1 à 5 génotypes par isolat. 

Pour le gène msp-1, la proportion globale d'infections multiples (IM) était de 52,69%. Les 

distributions de l'IM et de la complexité de l'infection (COI) selon l'âge des patients ont été 

présentées dans le tableau 4 . 

Selon les tranches d’âges, la COI sont respectivement : 1,93 ; 1,89 et 1,75 pour moins   de 5 ans, 

entre 5 à quinze ans et au-delà de 15 ans (Tableau 4). Les polyclonalités de l’infection définie 

comme étant la proportion des sujets ayant plus d’un clone de P. falciparum sont représentée sur 

les figures 17 et 18 (p. 36). Ainsi quel que soit l’âge, plus de 40 % (52,69% pour msp-1 et 41,72% 

pour msp-2) des patients de l’échantillon étaient parasités par plus d’un clone de P. falciparum 

(Tableau 4). 

Tableau 4 : Infections multiples 

Tranche d’âge < 5ans >5-15 ans >15ans total % 

 Nombre d’ADN 78 91 35 200  

MSP1 Monoclonale 40 37 11 88 47,31% 

Multiclonale 51 29 18 98 52,69% 

Total MSP1 91 66 29 186 100,00% 

MSP2 Monoclonale  45 32 12 89 58,94% 

Multiclonale  32 19 12 63 41,72% 

Total MSP2 76 51 24 151 100,00% 

COI 1,93 1,892 1,752 1,858  

 

D’une façon générale, la polyclonalité de l’infection en msp-1 est maximale pour les sujets 

moins de 5 ans dans le Fokontany d’Andrafiabe alors qu’elle est faible dans le Fokontany 

d’Andrafialava (plus de 15 ans) (Figure 17, p. 34). Et de même dans ce Fokontany, les infections 

monoclonales sont élevées dans la tranche d’âge entre 5 et 15 ans. 

 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.hindawi.com/journals/jpr/2016/3074803/tab2/&usg=ALkJrhh-MoDG0gv1mbpwjtnH_oeWmj7ypw
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Figure 17 :  Polyclonalité de l’infection du gène msp-1 selon l’âge et la localisation géographique 

 

Figure 18 : Polyclonalité de l’infection du gène msp-2 selon l’âge et la localisation géographique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : COI en fonction de l’âge et localisation géographique 

La COI dans le Fokontany d’Andrafialava atteint jusqu’à 2,7 sur la tranche d’âge de 5 à 15 ans. 
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III.2 DISCUSSIONS 

III.2.1. EXTRACTION D’ADN 

Il existe plusieurs types d’extraction d’ADN décrites dans la littérature. L’extraction par 

Instagene Matrix et l’extraction par les kits Qiagen QIAamp sont les deux principales méthodes 

d’extraction d’ADN utilisées dans le laboratoire du PNLP. 

Dans cette étude, le kit QIAamp Qiagen a été utilisé pour extraire les ADNs de parasites dans 

les confettis. Deux cent-vingt (220) prélèvements parmi les deux cent soixante (263) recueillis ont 

été analysés.  

 L’extraction est un succès parce que 90% (200/220) des échantillons sont sortis positifs lors 

du diagnostic d’espèces. Quatre échantillons qui étaient négatifs sur terrain avec le TDR sont 

positifs à P. falciparum lors du diagnostic moléculaire. 

En outre, dans le but d’élargir les connaissances et les compétences dans le domaine de la 

biologie moléculaire, les 2 différentes techniques d’extraction de l’ADN parasitaire déjà décrites 

dans la littérature (extraction par la technique d’Instagene et extraction par les kits Qiagen) ont pu 

comparer. L’application de ces 2 différentes méthodes d’extraction a permis d’apprécier le 

rendement d’extraction beaucoup plus important avec le kit Qiagen comparés à la technique 

d’Instagene. Pour les amplifications avec les ADN extraits à l’aide d’Instagène, 5 µl d’ADN doit 

être utilisés alors que pour les ADN extraits à partir du Kit QIAamp, 3 µl d’ADN suffit. De plus, 

macroscopiquement, les ADN extraits selon le kit QIAamp est d’autant plus limpide que la méthode 

d’Instagène.  

III.2.2. ESPECES PLASMODIALES 

Le résultat des TDR réalisé sur terrain dans cette étude montre un taux de positivité élevé : 

52%. Les résultats de la microscopie et la PCR nichée révèlent l’existence d’autres espèces autres 

que P. falciparum à savoir : P. malariae et P. ovalae dans la zone d’intervention (tableau 1, p.30). 

Aucun P. vivax n’est détecté. Ce résultat peut contribuer à la mise à jour du profil 

épidémiologique des espèces de Plasmodium à Madagascar. 

III.2.3. LES GENES MSP-1 ET MSP-2 de P. falciparum 

Pour caractériser la diversité génétique, 2 différents gènes ont été étudiés (msp-1 et msp-2) 

qui codent pour des antigènes de surface, assumant différentes fonctions spécifiques dans le cycle 

de développement du parasite. Le choix de ces gènes se justifie par la volonté d’associer des 

gènes extrêmement polymorphiques. Les gênes msp-1 et msp-2 de P. falciparum sont 

actuellement recommandés dans les essais cliniques antipaludiques comme marqueurs standard 

pour distinguer les recrudescences des parasites et les nouvelles infections. En outre, 
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l’information sur la source de l’infection peut aussi être connue grâce à l’étude de ces 2 gènes.   

Cependant, d’après la littérature, très peu d'études ont été effectués sur la diversité génétique de P. 

falciparum en amplifiant le gène msp-1 et  msp-2 circulant dans de nombreux pays d'endémie. La 

présente étude vise à évaluer la diversité génétique et la fréquence allélique de msp-1 et msp-2 

chez les parasites isolés de patients à Antsirasira. 

III.2.4. DIVERSITE DES GENES MSP-1 ET MSP-2 DE P. falciparum  

Pour le gène msp-1, d’une manière générale, les résultats (Tableau 2, p. 31) ont montré que 

les allèles appartenant aux trois familles K1, MAD20 et RO33 du gène msp-1 étaient 

qualitativement présents dans tous les Fokontany. Cependant, la distribution semble être 

quantitativement différente. Ainsi, il a été noté une prédominance des allèles K1 du gène msp-1 

comparés aux allèles RO33 et MAD20 dans tous les Fokontany (Tableau 2, p. 31).  

Ce résultat de distribution des allèles K1 du gène msp-1 est soutenu par des études 

antérieures réalisées au Gabon (Missinou et al., 2001 ; Aubouy et al., 2003) et même au 

Honduras en Amérique (Haddad et al.,1999).  

En outre en analysant de façon plus détaillée, la fréquence des allèles individuels, nous 

avons noté une fréquence élevée des allèles K1 200 bp. La présence d’une taille unique d’allèle 

RO33 a été constatée. 

L’analyse des familles alléliques du gène msp-2 a montré une prédominance de sujets 

porteurs d’allèle 3D7. Cela a également été rapporté dans des études antérieures menées au 

Bénin (Issifou S. et al., 2002). En analysant individuellement les allèles 3D7, l’allèle 350 pb 

avait la plus représentée. 

III.2.5. MULTIPLICITE DE L’INFECTION A P. falciparum 

La détection d'un seul fragment de PCR pour chaque locus a été classée comme une 

infection avec un génotype de parasite. La détection de plus d'un fragment PCR pour les locus msp- 

1 ou msp -2 (c'est-à-dire, une infection avec plus d'un génotype parasitaire) a été définie comme 

une infection multiple à P. falciparum. Le nombre de patients avec plus d'un génotype de parasite 

sur le nombre de population infectée a été défini comme la fréquence des infections multiples (IM). 

La complexité a été définie comme le nombre moyen de génotypes parasitaires par patient infecté 

(Peyerl-Hoffmann G. et al., 2001). 

Dans la présente étude, quel que soit l’âge, plus de 40 % (52,69% pour msp-1 et 41,72% 

pour msp-2) des patients étaient parasités par plus d’un clone de P. falciparum. 
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D’après les résultats aucune différence significative n’a été notée au niveau de la 

complexité des infections entre les six Fokontany. 

Le nombre de génotypes de P. falciparum varie de 1 à 5 par personne. L’absence de 

différence de la fréquence des infections multiples entre  les 6 Fokontany pourrait s’expliquer par 

le niveau d’endémicité élevé lié à un taux d’inoculation assez élevé (zone endémique).  

La présence élevée d’infections multiples constatées a été aussi décrite par Smith et al. 

(1999), qui ont rapporté en Tanzanie jusqu’à 5 génotypes différentes de P. falciparum par 

personne. Cependant, la fréquence élevée de génotypes multiples de P. falciparum dans cette 

zone contraste avec des études effectuées en Papouasie-Nouvelle- Guinée (PNG) où Felger et 

al.(1994), Engelbrecht et al.(1995), ont noté seulement un génotype par personne, rarement 

deux. Cette faible fréquence de génotypes multiples, s’expliquerait par le bas niveau de 

transmission du paludisme dans cette région (Engelbrecht et al., 2000). 

La limite de cette étude est que les fréquences alléliques et la diversité génétique rapportées 

peuvent avoir été estimées de manière incorrecte en raison de la limite de détection de la 

technique de PCR utilisée. Les allèles avec de courtes différences de longueur (moins de 10 pb) 

pourraient ne pas être clairement distingués comme des allèles séparés sur gel d'agarose, ce qui 

pourrait conduire à une mauvaise classification du génotype. De plus, un seul prélèvement 

sanguin peut ne pas être suffisant pour montrer toute la diversité des parasites portés par un 

individu, car les génotypes peuvent apparaître et disparaître en très peu de temps (Jafari-

Guemouri S. et al., 2006).  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Dans cette étude, le test de diagnostic rapide sur terrain, puis la microscopie et la PCR ont 

été réalisés pour confirmer la positivité et les espèces plasmodiales présentes dans les isolats 

avant d’entamer le polymorphisme. Cette étude représente les premières données effectuées sur la 

diversité génétique de population de Plasmodium dans la commune rurale d’Antsirasira, district 

de Besalampy de la région du Melaky appartenant au faciès tropical. 

Les résultats obtenus démontrent la présence d’autres espèces de Plasmodium et une grande 

diversité de P. falciparum après l’amplification des gènes msp-1 et msp-2 chez les villageois 

d’Antsirasira et méritent d’être pris en compte pour évaluer les efforts dans la lutte contre le 

paludisme ultérieurement. 

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont la conséquence d’une utilisation 

rigoureuse de protocoles et techniques de travail établis. Cependant, il est important de rester 

continuellement informés au regard de l’évolution actuelle de nouvelles technologies. En effet, 

les méthodes de séquençage et des microsatellites, bien que coûteuses, offrent aujourd’hui 

d’énormes possibilités (Ndong Ngomo et al., 2017) pour affiner les résultats de génotypage. Ces 

nouveaux outils constituent d’autres opportunités d’apprendre d’avantage en vue de répondre 

favorablement aux exigences scientifiques actuelles. 

Nos perspectives seraient de : 

 constituer une banque d’ADN au Laboratoire National de Lutte contre le paludisme, 

 constituer une banque de données sur la diversité génétique du parasite du paludisme en 

poursuivant dans la limite des moyens disponibles la cartographie des gènes de polymorphisme, 

 contribuer de façon efficace à la surveillance de la résistance du parasite aux 

antipaludiques par outil moléculaire, 

 intégrer de nouveaux outils moléculaires comme le séquençage ou d’autres marqueurs 

génétiques comme les microsatellites, ce qui pourrait apporter plus de précision dans les 

méthodes utilisées,  
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Annexe 1 : Liste de matériels, consommables pour PCR 

SALLE Matériels/Equipements Consommables et réactifs 

Extraction 

- Congélateur - 20°C 

- Hotte munie de lumière 

blanche et de lumière ultra- violet  

- Centrifugeuse 

- Portoir  

- Pipettes à piston : P2, P10, 

P20, P100, P200 et P1000 

- Vortex 

- Poubelle de table sèche 

- 4 Stylos feutre permanent de 

couleurs différentes 

 

- Gants 

- microtubes treff 1.5 ml 

stériles 

- Microtubes individuels 

assorties 200µl  

- Pissette d’eau de javel 

- Pissette d’alcool 70°  

- Cônes à filtres stériles 

- DNA Away   

- KIT qIAGEN 

Mix 

- Petit Congélateur - 20°C 

- Hotte munie de lumière 

blanche et de lumière ultra- violet  

- Portoir  

- Micropipettes à piston : P10, 

P20, P100, P200 et P1000 

- Vortex 

- Microcentrifugeuse à rotor 

compatible avec les tubes 1.5 ml et 

2ml 

- Microcentrifugeuse équipée 

d’un rotor compatible avec les 

microtubes en barrettes 

 

- Tubes treff 1.5 ml stériles 

- Poubelle de table sèche 

- Cônes à filtres stériles 

- Microtubes en barrettes 

- Pissette d’eau de javel 

- Pissette d’alcool 70% 

- Papier essuie- tout  

- Eau distillée 

- MgCl2 25 mM 

- dNTP 10 µM 

- Tampon Buffer PCR 10X 

- Amorces 

- Taq polymerase 5U/µl 

- DNA Away 

Amplification 

- Congélateur - 20°C 

- Hotte munie de lumière 

blanche et de lumière ultra- violet 

- Thermocycleur  

- Tubes treff 1.5 ml stériles 

- Gants 

- 4 Stylos feutre permanent 

de couleurs différentes 
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- Portoir  

- Micropipettes à piston : P10, 

P20, P100, P200 et P1000 

- Micropipette multicanaux 

- Vortex 

- Centrifugeuse à rotor 

compatible avec les tubes 1.5 ml et 

2 ml 

- Poubelle de table sèche 

- Cônes à filtres stériles 

- DNA Away  

- Pissette d’eau de javel 

- Pissette d’alcool 70% 

 

Electrophorèse 

- Gel Scan 

- Ordinateur 

- Cuve à électrophorèse 

- Générateur de tension et 

câbles de connexion à la cuve  

- Masque et lunette  

- Supports de gel et peignes 

- Cuillère pour pesage 

- Balance de précision  

- Four à micro-ondes 

- Portoir 

- Pipettes à piston : P2, P10, 

P20, P100, P200 et P1000. 

- Vortex 

- Eprouvettes graduées : 10ml, 

50 ml, 100 ml, 500 ml, 2000ml. 

- Becher  

- Scalpel 

- Extracteur d’air.  

 

 

- Gants nitrile  

- Pissette d’alcool 70% 

- Papier essuie-tout 

- Papier Aluminium 

- Parafilm 

- Pointes sans filtres stériles 

- Pointes à filtres stériles 

- Poubelle de table sèche 

- DNA away 

- Amplicons  

- Eau distillée 

- Tampon Tris Borate EDTA 

Buffer 10x  

- Poudre d’Agarose  

- Bromure d’ethydium 10 

mg/ml 

- Bromophenol Blue sodium 

salt (poudre) ou 6x Gel Loading 

Buffer w/30mM EDTA (pret a 

l’emploi) 

- Marqueur de Poids 

moléculaire 
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Annexe 2 : Extraction d’ADN selon QIAamp Qiagen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Incubation 10mn, 56°C Brève centrifugation 

 Incubation 10mn, 56°C Brève centrifugation 

Lyse des hématies 

et dénaturation 

des protéines 
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Annexe 3 : Caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des espèces plasmodiales 

Cinq couples d’amorces ont été utilisés pour la détection d`espèces plasmodiales. Le 

premier couple d’amorce (RPlu5/RPlu6) utilisé est un couple d’amorce commun aux quatre 

espèces plasmodiales, tandis que Rfal1/rafal2, Rmal1/Rmal2, Rov1/Rov2 et Rviv1 et Rviv2 sont 

spécifiques à chaque espèce.  

Objectif : diagnostic d’espèce plasmodiale par amplification suivi d’une nested PCR d’un 

fragment du gène 18S rRNA  

Amorces Séquences Taille attendue (pb) 

RPLU5 
5’-CCTGTTGTTGCCTTAAACTCC-3’ 

 800 

RPLU6 5’-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3’ 

RFAL1 5’-TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATAT-3’ 205 
RFAL2 5’ACACAATGAACTCAATCATGACTACCC-3’ 

RVIV1 5’-CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGA-3’ 117 
RVIV2 5’-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTC-3’ 

RMAL1 5’-ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAAC-3’ 144 
RMAL2 5’-AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATAC-3’ 

ROVA1 5’-ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGA-3’ 787 
ROVA2 5’-GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTA-3’ 

 

Annexe 4 : Amorces pour la détermination des allèles sur la diversité génétique de Pf des 

gènes msp-1 et msp-2 

Objectif : étude de polymorphisme de P. falciparum par PCR-nested des gènes MSP1 et MSP2 

(pour distinguer la recrudescence d’une nouvelle infection et diversité génétique de P. falciparum) 

Amorces Séquences Taille attendue (pb) 

MSP1-F 5’-CACATGAAAGTTATCAAGAACTTGTC-3’ 633 
MSP1-R 5’-GTACGTCTAATTCATTTGCACG-3’ 

K1-F 5’-GAAATTACTACAAAAGGTGCAAGTG-3’ 204 
K1-R 5’-AGATGAAGTATTTGAACGAGGTAAGTG-3’ 

MAD20-F 5’-GAACAAGTSGAACAGCTGTTA-3’ 167 
MAD20-R 5’-TGAATTATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGA-3’ 

RO33-F 5’-GCAAATACTCAAGTTGTTGCAAAGC-3’ 160 
RO33-R 5’-AGGATTTGCAGCAYCTGGAGATCT-3’ 

MSP2-F 5’-ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCCTATTATA-3’ 811 
MSP2-R 5’-ATATGGCAAAAGATAAAACAAGTGTTGCTG-3’ 

3D7-F 5’-GCAGAAAGTAAKGCCTYTCTACTGGTCT-3’ 214 
3D7-R 5’-GATTTGTTTCGGCATTWTTATGA-3’ 

FC27-F 5’-GCAAATGAAGGTTCTAATACTAATAG-3’ 447 
FC27-R 5’-GCTTTGGGTCCTTCTTCAGTTGATTC-3’ 

 



Annexes 

V 
 

Annexe 5 : Tableau de composition du mélange réactionnel pour la PCR1 (diagnostic 

genre)  

Réactif Quantité pour 1 tube 

(µl) 

Concentration finale 

Tampon 5X 5 1X 

MgCl2 25mM 2.5 2.5 

dNTP (10mM) 2.5 400 µM 

RPLU 5 1 0.25 µM 

RPLU 6 1 0.25 µM 

Eau stérile 7.75 - 

TaqPolymerase 1 0.25 1.25U 

DNA 3  

 

Annexe 6 : Tableau de composition du mélange réactionnel pour la PCR2 multiplex 

(diagnostic d’espèces)  

Réactif Quantité pour 1 

tube (µl) 

Concentration finale 

Tampon 5X 5 1X 

MgCl2 25mM 2.5 2.5 

dNTP (10mM) 2.5 100 µM 

RFAL1 0.5 0.25 µM 

RFAL2  0.5 0.2 µM 

RVIV1 0.5 0.2 µM 

RVIV2 0.5 0.2 µM 

RMAL1 0.5 0.2 µM 

RMAL2 0.5 0.2 µM 

ROV1 0.5 0.2 µM 

ROV2 0.5 0.2 µM 

Eau stérile  8.75 - 

Taq polymerase (5U/µl) 0.25 1.25U 

Amplicons 1  

 

Annexe 7 : Tableau de composition du mélange réactionnels pour le typage des gènes msp-1 et 

msp-2 (PCR1) 

Réactif Quantité pour 1 tube (µl) Concentration finale 

Tampon 5X 5 1X 

MgCl2 25mM 2.5 2.5 

dNTP (10mM) 2.5 400 µM 

Amorce-F 1.25 0.5 µM 

Amorce-R 1.25 0.5 µM 

Eau stérile 7.25  

Taq Polymerase 1 0.25 1.25U 

ADN 3  
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Annexe 8 : Tableau de composition du mélange réactionnel pour le typage des gènes msp-1 et 

msp-2 (PCR2 : K1, MAD20, RO33 ,3D7 et FC27) 

Réactif Quantité pour 1 tube (µl) Concentration finale 

Tampon 5X 5 1X 

MgCl2 25mM 2.5 2.5 

dNTP (10mM) 2.5 400 µM 

Amorce-F 1 0.4 µM 

Amorce-R 1 0.4 µM 

Eau stérile 11.75  

Taq Polymerase 1 0.25 1.25U 

Amplicons 1  
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Annexe 9 : Tableau du profil thermique des amplifications 

PROGRAMME 

PCR 

Dénaturation 

initiale 
 Dénaturation  Hybridation Elongation 

Elongation 

finale 

Nombre de 

cycles 

Taille attendue 

(pb) 

PCR1 
(genre) 

94°C, 5min 94°C, 30 sec 55°C, 1 min 72°C, 3 min 72°C,     10 min 40  

PCR2 
(espèces) 

94°C, 5 min 94°C, 30 sec 62°C, 1 min 72°C, 3 min 72°C, 10 min 40 

Pf : 205 

Pv : 144 

Pm : 120 

Po : 787 

 

 

PCR1 MSP1 95°C, 5 min 95°C, 1 min 55°C, 2 min 72°C, 2 min 72°C,10 min 30 633 

PCR MAD20 94°, 5 min 94°, 30s 60,5, 30s 72°C, 40s 72°C, 5min 30 120-250 

 

 

PCR RO33 94°, 5 min 94°, 30s 60,5, 30s 72°C, 40s 72°C, 5min 30 160 

PCR K1 94°, 5 min 94°, 30s 62°C,30s 72°C, 40s 72°C, 5min 30 160-300 

PCR1 MSP2 94°, 5 min 94°, 30s 60°C,  40s 72°C, 60s 72°C, 5min 30 811 

PCR  3D7 94°, 5 min 94°, 30s 55°C,  40s 72°C, 60s 72°C, 5min 30 150-350 

PCR FC27 94°, 5 min 94°, 30s 60°C,  40s 72°C, 60s 72°C, 5min 30 300-600 

 



Annexes 

VIII 
 

Annexe 10 : Photo du Thermocycler (Thermal cycler C 1000 Touch) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 11 : Appareils d’électrophorèse pour le dépôt et migration des amplicons de PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Cuve avec gel contenant les amplicons et circuit d’électrophorèse avec cuve connecté au générateur) 

Source : laboratoire PNLP, 2019 
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Annexe 12 : Photo du Gel scan BIO-RAD molecular imager 

 

 

 

 

 

 

 

Source : laboratoire PNLP, 2019 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexes 

X 
 

 

Annexe 13 : Poster présenté lors de la conférence MIM, Dakar 2018
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ABSTRACT 

The rapid diagnostic test (RDT) and microscopy represent the main diagnostic tools for 

malaria in Madagascar. Molecular diagnosis by PCR results in a higher degree of sensitivity and 

specificity. 

The objectives of this thesis consist in (i) confirming the positivity (by RDT and by 

microscopy) or not and in determining the plasmodial species responsible for malaria in the study 

area detected by microscopy and (ii) collecting usable data on population genetic diversity of 

Plasmodium falciparum based on the msp-1 and msp-2 genes. 

Thus after the descent on the ground (realization of TDR, preparation of GE_FM, and of 

BDS), readings of slides to determine the plasmodial species and the parasite density followed by 

molecular biology (confirmation of Plasmodium species and genotyping of Plasmodium falciparum 

population) were carried out in the rural commune of Antsirasira, Besalampy district, Melaky 

region at the PLNP laboratory to have a reliable and usable database. 

 A total of 220 samples were extracted using the QIAamp QIAGEN extraction method, 200 

samples are positive for Plasmodium falciparum by nested PCR targeting the 18S rRNA gene and 

are genotyped using the msp-1 genes and msp-2. The most common allelic family in the population 

is 3D7 (31,79%) followed by FC27 (27,15%) and K1 (23,12%). The rarest allelic families are 

MAD20 (17,20%) and RO33 (6.45%). The multiplicity of infections is measured by the MOI, the 

number of clones varies from 1 to 5 clones per patient. 47,31% of infections are monoclonal against 

52,69 (polyclonal) for msp-1 while 58.94% are polyclonal against 41,72% for msp-2. 

  This thesis encompasses the first data concerning the genetic diversity of Plasmodium 

falciparum population in this facies and may serve as a means to assess malaria control later. 
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RESUME 

Le test de diagnostic rapide (TDR) et la microscopie représentent les principaux outils de 

diagnostic du paludisme à Madagascar. Le diagnostic moléculaire par PCR permet d’obtenir un 

degré de sensibilité et une spécificité plus élevée.  

Les objectifs de ce mémoire consistent à (i) confirmer la positivité (par TDR et par 

microscopie) ou non et à déterminer les espèces plasmodiales responsables du paludisme dans la 

zone d’étude détectées par la microscopie et (ii) collecter des données exploitables sur la diversité 

génétique de population de Plasmodium falciparum en basant sur les gènes msp-1 et msp-2.  

Ainsi après la descente sur terrain (réalisation de TDR, confection de GE_FM, et de BDS), 

des lectures de lames pour déterminer les espèces plasmodiales et la densité parasitaire suivies de la 

biologie moléculaire (confirmation des espèces Plasmodium et génotypage de population de 

Plasmodium falciparum) ont été effectuées dans la commune rurale d’Antsirasira, district de 

Besalampy, region Melaky au laboratoire du PLNP pour avoir une base de données fiable et 

exploitable.  

Au total, 220 échantillons ont été extraits en utilisant la méthode d’extraction QIAamp 

QIAGEN, 200 échantillons sont positifs à Plasmodium falciparum par PCR nichée en ciblant le 

gène de l’ARNr 18S et font l’objet de génotypage en utilisant les gènes msp-1 et msp-2. La famille 

allélique la plus fréquente dans la population est 3D7 (31,79%) suivie de FC27 (27,15%) et K1 

(23 ,12%). Les familles alléliques les plus rares sont MAD20 (17,20%) et RO33 (6,45%). La 

multiplicité des infections est mesurée par le MOI, le nombre de clones varie de 1 à 5 clones par 

patient, 47,31% des infections sont monoclonales contre 52,69 (polyclonales) pour msp-1 alors que 

58,94% sont polyclonales contre 41,72% pour msp-2. 

 Ce mémoire englobe les premières données concernant la diversité génétique de population 

de Plasmodium falciparum dans ce faciès et peut servir un moyen pour évaluer la lutte contre le 

paludisme ultérieurement. 
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