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Résumé

Introduction : La chimio-prévention du paludisme saisonnier (CPS) est une stratégie
de lutte contre le paludisme ciblant principalement Plasmodium falciparum (P.
falciparum), espéce la plus meurtriére. Le diagnostic du paludisme repose
essentiellement sur la goutte épaisse (GE) et les tests de diagnostic rapides (TDR). Du
fait de ces limites, la GE n’arrive pas toujours a détecter toutes les espéces parasitaires,
notamment lorsqu’elles coexistent en faible densité avec Plasmodium falciparum.
L’objectif de cette étude était de déterminer la présence d’autres espéces plasmodiales
que P. falciparum dans une zone sous CPS dans la province du Tuy.

Me¢éthode : Nous avons mené une étude expérimentale chez des enfants de 0 a 59 mois
dans la province de Tuy au Burkina Faso ayant une GE positive a P. falciparum en
microscopie et une température supérieure a 37,5°C. Des spots de sang sur papier
Whatmann 3M ont été collectés pour l'analyse moléculaire des espéces plasmodiales
par la PCR nichée.

Résultats : Au total, 57 enfants ont été sélectionnés avec un sex ratio H/F de 1,25. La
prévalence globale de I’infection a P. falciparum était respectivement de 100 % avec
une mono infection & P.falciparum de 96,5 % et une co-infection a Plasmodium
malarie de 3,50 % dans la population d’étude.

Conclusion : Cette étude a permis de mettre en évidence la présence d’une co-
infection que la microscopie n’a pas pu révéler. L’utilisation de 1’outil moléculaire
s’avere donc indispensable pour mieux évaluer les stratégies de lutte contre le
paludisme.
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Molecular characterization of Plasmodium species during 4 cycles
of seasonal malaria chemoprevention in Tuy Province, Burkina
Faso

Abstract

Introduction: Seasonal malaria chemoprevention (SMC) is a malaria control strategy
targeting primarily Plasmodium falciparum (P. falciparum), the deadliest species.
Malaria diagnosis relies mainly on microscopic examination of thick and thin blood
smears. Due to these limitations, microscopy method cannot detect all parasitic
species, particularly when they coexist at low densities with Plasmodium falciparum.
The objective of this study was to determine the presence of Plasmodium species other
than P. falciparum in an area under SMC in the province of Tuy.

Method: We conducted an experimental study on children aged 0 to 59 months in the
province of Tuy in Burkina Faso who had a thick smear positive for P. falciparum on
microscopy and a temperature above 37.5°C. Blood spots on the Whatmann 3M paper
were collected for molecular analysis of Plasmodium species by nested PCR.
Results: A total of 57 children were selected with a male-to-female sex ratio of 1.25.
The overall prevalence of P. falciparum infection was 100% with a P. falciparum
monoinfection rate of 96.5% and 3.5% for Plasmodium. malarie co-infection rate in
the study population.

Conclusion: This study highlighted the presence of a co-infection that microscopy
could not reveal. The use of the molecular tool is therefore essential to better evaluate
malaria control strategies

Keywords: Seasonal malaria chemoprevention, Plasmodium, nested PCR, Burkina
Faso

Introduction

Malgré des décennies d'efforts de lutte contre le paludisme, elle reste
endémique dans plusieurs parties du monde dont I’ Afrique au sud du
Sahara. En 2023, la région Afrique, cumulait a elle seule 94 % du
nombre total des cas, et 95 % des déces associés au paludisme au niveau
mondial selon les estimations de I’organisation mondiale de la santé (
OMS) (1). Les stratégies de lutte contre le paludisme ciblent
essentiellement les personnes vulnérables, dont les femmes enceintes et
les enfants de moins de 5 ans. Au cours des derniéres décennies,
diverses interventions ciblant spécifiquement les enfants de moins de 5
ans ont ét¢ mises en ceuvre. C'est ainsi que depuis 2012, I'OMS
recommande la chimioprévention saisonniére du paludisme (CPS) dans
le cadre des efforts mondiaux visant a éliminer le paludisme. La CPS
consiste a I'administration mensuelle d'un cycle complet de sulfadoxine
pyriméthamine (SP) et amodiaquine (AQ) aux enfants agés de 3 a 59
mois pendant les 3 a 4 mois de la saison de haute transmission, quel que
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soit le statut infectieux, dans le but de réduire la morbidité et la mortalité
du paludisme (2). Le Burkina Faso est I’un des premiers pays au monde
a avoir expérimenté avec succes la CPS a I’échelle nationale dans le
cadre de son programme de lutte contre le paludisme. Introduite dans
certains districts sanitaires en 2014, la campagne a été étendue de
maniére efficace au cours des trois années suivantes pour couvrir la
quasi-totalit¢ du pays (3). Cette stratégie cible principalement P.
falciparum, 1'espece plasmodiale la plus répandue et la plus meurtricre.
Bien que largement répandu dans les régions ou le paludisme est
endémique, y compris en Afrique subsaharienne, 1’espéce P.
falciparum n’est pas la seule. En effet, d’autres espéces ont été
¢galement détectées en plus de P. falciparum (4). Au Burkina, plusieurs
¢tudes ont rapporté une forte présence de P. ovale et P. malariae dans
la zone soudanienne (5) et la présence de P. vivax au centre du pays (6).
Cependant, les informations sur 1'épidémiologie du paludisme causé par
les autres espéces de Plasmodium demeurent rares. Cette absence
d'information pourrait étre due a la non-détection de ces espéces lors du
diagnostic car nécessitant une expertise des microscopistes. La
microscopie est le principal outil de diagnostic du paludisme, complétée
par les tests de diagnostic rapide (TDR). Leurs performances permettent
de diagnostiquer les patients présentant une parasitémie allant jusqu'a
10 parasites/puL de sang (7). En raison de leur sensibilité, ils sont limités
pour identifier toutes les especes présentes lorsqu'elles sont en faible
densité. Or, une évaluation complete des especes parasitaires est
nécessaire pour orienter les politiques en matieére de lutte contre le
paludisme. Nous nous sommes demandé, au cours de cette €¢tude, quelle
était la prévalence des différentes espeéces de Plasmodium responsables
du paludisme dans un contexte d'implémentation de la CPS a I'ouest du
Burkina Faso. L’objectif de cette étude était de rechercher, par la PCR
nichée, la présence d’autres especes plasmodiales en plus de P.
falciparum dans une population sous CPS.

I. Matériel et méthodes
Type et période et sites d’étude

Nous avons mené une ¢étude expérimentale sur des échantillons
collectés en fin de compagne CPS notamment en novembre 2019, dans
la province du Tuy a I'ouest du Burkina Faso. Le district Sanitaire de
Hound¢, chef-lieu de la province, a été le site de notre étude. Les
¢chantillons ont ét¢ collectés dans les Centres de Santé et de Promotion
Sociale (CSPS) de Koumbia, Dougmato, Kari, Boni, Pe et Houndé¢.
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Population d’étude et echantillonnage

Notre population d'étude était constituée d'enfants de 0 a 59 mois ayant
recu la CPS lors des quatre cycles de passage (aolt a novembre 2019)
et chez qui la présence de P. falciparum a été détectée par la
microscopie. Pour étre inclus dans I’étude, I’enfant devait étre agé de 0
a 59 mois, disposer d’un consentement éclair¢ signé par ses parents ou
tuteurs 1égaux, avoir recu I’ensemble des doses administrées lors des
quatre cycles de la chimio-prévention saisonniére, avoir une
température corporelle supérieure ou égale a 37,5 °C, présenter une
infection a P. falciparum détectée uniquement par la microscopie.

Au cours de cette ¢tude, des gouttes épaisses, des frottis minces et des
spots de sang séchés ont été réalisés sur 2243 enfants inclus.

Les densités de parasites ont été calculées selon la technique standard
(densité /uL = nombre de parasites asexués X 8000/nombre de globules
blancs comptés).

Les gouttes épaisses et frottis minces ont été examinés indépendamment
par deux microscopistes qualifiés. En cas de divergence d’au moins 25
% dans les résultats, la lame était réexaminée par un troisiéme expert
en microscopie.

Analyse moléculaire des échantillons

L'ADN parasitaire a été extrait des confettis en utilisant les Kits Qlamp
DNA miniKit (Qiagen, Germany) selon les instructions du fabricant.
Les confettis ont été obtenus en recueillant des gouttes de sang au bout
du doigt directement sur le papier Whataman préalablement découpé et
identifié. Apreés séchage a température ambiante toute la nuit dans un
endroit propre et sec, ils ont ensuite été conservés dans le gel de silice.
La caractérisation des especes plasmodiales a été réalisée par la PCR
nichée précédemment utilisée par Snounou et al., (6). Il s’agit d’une
méthode comprenant deux séries d’amplification successives basée sur
la caractérisation du géne de la petite sous-unité de ' ARN ribosomique
nucléaire (ARNr), un géne multicopie possédant a la fois des domaines
caractéristiques de chacune des quatre especes plasmodiales du
paludisme.

La premicére réaction a utilis¢ deux amorces spécifiques pour
Plasmodium et les mammiferes, rPLUS5 et rPLU6. La deuxiéme réaction
PCR comprend une amorce directe spécifique de Plasmodium, des
amorces inverses spécifiques de chacune des quatre espéces
recherchées. La premiére PCR a été réalisée dans un volume réactionnel
de 25uL contenant 2 pL. d’ADN, 5,95 pL de 5X FIREPol® Master Mix
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Ready, de 0,5 uL de chacune des amorces r PLUS, et rPLU6 a 5 uM et
de 16,05 pL d’eau. L’amplification a suivi les étapes dénaturation a
94°C d’une durée de 5 min suivie de 30 cycles composés d’une étape
de dénaturation de 1 min a 94°C, d’une étape d’hybridation des amorces
sur I’ADN de 2 min a 58°C et d’une étape d’¢élongation de 5 min a 72°C.
Ces cycles sont suivis d’une ¢longation finale de 5 min a 72°C et d’un
refroidissement a 4°C. Pour la deuxieme PCR spécifique de 1’espece
plasmodiale, la composition du MIX et les cycles d’amplifications ont
¢été les mémes que celle de la premiere PCR.

Considérations éthiques

L'étude a été conduite dans le strict respect des régles éthiques. Ainsi,
avant le début de 1'é¢tude, une approbation éthique (No. 2015-5-56) a été
obtenue auprés du comité d'éthique institutionnel de I'Institut de
Recherche en Science de la Santé (IRSS/CNRST), Burkina Faso. Un
consentement libre, volontaire et éclairé a ét¢ obtenu chez chaque
participant pour sa participation a 1'étude.

Analyses statistiques

Toutes les données ont €té recueillies et saisies sur le logiciel Excel
avant d'étre exportées vers le logiciel R v4.4 pour l'analyse statistique.
Les statistiques descriptives ont été complétées en utilisant les
proportions pour les variables catégorielles, tandis que I’écart-type a été
utilisé pour les variables quantitatives.

I1. Résultats
Caractéristiques socio-démographiques de la population d’étude

Dans cette ¢tude, 2777 enfants ont été recensés, 2243 enfants ont
participé a lI'enquéte dite fin de campagne. Les enfants avec une GE
positive ont été¢ au nombre de 417, soit 18,6%. Au total, 57 enfants avec
des températures supérieures a 37,5°C ont été identifiés. La population
d'é¢tude a été majoritairement masculine (55 %) avec un sex-ratio H/F
de 1,25. L'age minoritaire était de 03 mois et I'dge majoritaire de 59
mois. La température moyenne était de 38,5 °C avec un eccart type
moyen de 0,68.

La microscopie

Les enfants ont présenté une densité parasitaire moyenne de 77 285
parasites/uL, avec une densité maximale ayant atteint 774 000
parasites/pL et une densité minimale de 240 parasites/ uL. de sang.
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La PCR

Sur les 57 échantillons qui ont été testés et passés en PCR nichée, 55
¢taient positifs & une mono infection a Plasmodium falciparum ; 02
infections a Plasmodium malariae et a Plasmodium falciparum. Les
autres especes telles que Plasmodium ovale et Plasmodium vivax n’ont
pas ¢été identifiées (tableau I).

Tableau I : Comparaison des résultats de la PCR nichée multiplex avec ceux
de la microscopie dans la détection des especes de Plasmodium dans la
poulation d’etude.

Techniques Espéces

Pf Po Pm Pv
Microscopie 57 00 00 00
PCR nichée 57 00 02 00

Pf: P. falciparum, Po : P. ovale, Pm : P. malariae, Pv :P. vivax

Deux prélévements étaient positifs en PCR nichée multiplex, c’est-a-
dire que la microscopie n’a pas permis de diagnostiquer. Le profil de
I’amplification de ses deux echantillons sur un gel d’agarose a 2% apres
la PCR nichée est illustré par la figure 1.

1N EZ E17

Figure 1 : profil de I’amplification des especes plasmodiales sur un gel
d’agarose a 2% apres PCR nichée.

1 : marqueur 100pb, 2: contrdle positif P.malariae, E3-E16: échantillons
négatifs ; E17: Echantillon positif P.malariae, E18-E20 négatifs

E : échantillons

La prévalence des infections parasitaires a varié en fonction du site. La
plus faible (5,26%) sur les sites de Houndé¢ et de Pé¢ et la plus elevée sur
le site de KARI (45,60%). Les deux coeinfection P. falciparum et P.
malariae ont été identifiées sur le site de Kari (figure 2).
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Figure 2 : Prévalence de I’infection palustre par village et selon [’espéce

plasmodiale avec la PCR.
BON : Boni, DOU : Dougmato, HOU : Houndé, KAR: Kari, KOU:Koumbia, PE : Pe

I11. Discussion

Le but de la présente étude était de rechercher, par la PCR nichée, la
présence d’especes plasmodiales en plus de P. falciparum dans une
population sous CPS. 1l s’est agi de montrer que la PCR nichée a pu
détecter la présence d’autres espéces plasmodiales en plus de
Plasmodium falciparum. Dans notre étude, P. falciparum a été
confirmé comme l'espéce parasitaire prédominante. Ce résultat est
corroboré par plusieurs études similaires menées dans la méme zone
géographique et dans d'autres pays africains (6,9). Ainsi malgré
I’administration de la CPS, P. falciparum, connu pour étre I’espéce la
plus mortelle des 5 espéces plasmodiales, persite. Par conséquent, le
paludisme reste un probléme majeur de santé publique, notamment chez
les enfants de 0 a 59 mois 'un des groupes les plus vulnérables.

La PCR nichée a révélé que 96,5 % (55/57) des échantillons analysés
¢taient exclusivement infectés par Plasmodium falciparum et 3,5 %
(2/57) avaient une confection P falciparum/P. malariae. Ce qui semble
indiquer que la PCR nichée a permis de mettre en évidence la présence
d’autres especes que la microscopie n’a pas révélées. Ce résultat est
similaire a ceux rapportés dans des études menées dans des régions a
forte prévalence du paludisme en Afrique, notamment au Nigéria(10),
au Ghana (11), en Coéte d'Ivoire (12). Ce résultat confirme les analyses
moléculaires comme méthodes de choix dans le diagnostic du
paludisme par rapport a la microscopie. En effet, la sensibilité et la
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spécificité des méthodes PCR sont supérieures a celles de la
microscopie et des tests de diagnostic rapide (TDR), la limite de
détection de la PCR imbriquée a été fixée a seulement 0,2 parasites/uL.
11 faut noter également que la différenciation microscopique sur frottis
sanguin entre P. falciparum et P. malariae est réputée difficille (13).
Aussi, plusieurs études ont montré que P. malariae et P. falciparum
(14) coexistent dans de nombreuses zones endémiques. En effet, dans
d'autres régions d'Afrique subsaharienne, les infections mixtes
impliquant ces deux especes sont fréquentes (15). Bien que P. malariae
soit une infection bénigne, elle pourrait fortement influencer la
dynamique de la manifestation de P. falciparum par le biais d'une
réponse immunitaire non spécifique et croisée (13,14) pouvant
provoquer un syndrome néphrotique chronique.

La co-infection par P. falciparum et P. malariae est souvent associée a
une diminution des manifestations cliniques du paludisme, notamment
du risque de présenter de la fievre lors de la consultation (5,16,17).
Dans cette étude, aucune infection a P ovale et/ou a P vivax n’a été
retrouvée ni en mono infection, ni en co-infection avec d’autres
especes. Ce résultat différe de ceux d’autres études qui ont mis en
¢vidence la présence de ces deux especes en Afrique (18), et au Burkina
(6). Une explication possible de notre observation serait liée a la nature
de I'approche PCR imbriquée utilisée pour le diagnostic des especes.
Etant donné que le premier cycle de PCR utilise des amorces qui
amplifient une portion du géne CoxIII conservée chez les Plasmodium
spp., suivi d'un cycle d'amplification spécifique a l'espece, il est
possible que la PCR1 amplifie principalement 1'espéce dominante dans
une infection mixte. Dans le cas d'infections symptomatiques, ou la
parasitémie de P. falciparum est élevée, il est possible que les niveaux
relativement faibles de P. ovale ou de P. vivax ne soient pas détectés
par ce test (19). L’absence de P. vivax peut également étre expliquée
par I’absence du récepteur membranaire nécessaire a I’infection par P.
vivax chez les érythrocytes du groupe sanguin Duffy negatif (18). Les
populations d’Afrique subsaharienne étant exclusivement ou trés
majoritairement Dufty-négatives, expliquerait ainsi ’absence de P.
vivax (19).

Aussi, ce résultat pourrait s’expliquer d’une part par la taille de notre
¢échantillon qui ne serait pas suffisante pour détecter des différences
entre la PCR et la microscopie. En effet, il a ét¢ démontré que la taille
de I'échantillon affecte la précision et la fiabilité des résultats de 1'é¢tude
sur les parasites, un échantillon plus grand permet de mieux estimer la

prévalence et la diversité des especes, notamment pour les parasites
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rares ou les populations hétérogenes.Un échantillon de taille trop
réduite peut ne pas refléter la diversité de la population parasitaire et
entrainer une sous-détection des especes plasmodiales présentes.

Conclusion

Cette ¢tude a montré que malgré l'administration de la CPS, le
paludisme a P. falciparum demeure une réalité. Malgré ces limites, la
PCR nichée s’est révélée plus performante que la GE, capable de
détecter les infections submicroscopiques et de différencier avec
précision les autres especes plasmodiales. Ce résulat souligne
I’importance de la PCR dans la lutte contre le paludisme. L’intégration
de méthodes moléculaires les plus performantes possibles dans les
programmes de surveillance pourrait améliorer la précision du
diagnostic et le suivi de 1’épidémiologie du paludisme.
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