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Summary: Genetic diversity of P. falciparum and pathogenesis of the severe malarial anaemia in children
under 5 years old in the province of Boulgou, Burkina Faso.

The clinical presentation of malaria mainly the severe form may be related to Plasmodium falcipa-
rum msp-2 (merozoite surface protein 2) specific family. To verify this hypothesis, during the high
malaria transmission season in 2001; we analyzed the allelic polymorphism of the msp-2 gene of
P. falciparum in children under 5 years old with different presentation of malaria in the regional
Hospital and at community level in the Boulgou Province (Burkina Faso). A total of 405 children (107
severe malarial anaemia cases, 102 severe malaria cases without severe anaemia and 196 non severe
malaria cases) were enrolled in the study. The frequencies of the FC27 were 89.2% in severe malarial
anaemia children group, then 89.7% and 86.9% respectively in severe malaria non anaemic children
cases and non severe malaria cases (P=0.4). The frequencies of the 3D7 were 72.5%, 84.1% and
77% respectively severe malaria non anaemic children, severe malarial anaemia cases and non severe
malaria cases (P=0.7). The complexity of the FC27 genotypes was significantly higher in children with
severe malaria (with and without severe anaemia) compared to the non severe malarial children
(P<<0.001). No significant difference was pointed up in the complexity of the 3D7 genotypes.

Résumé:

Dans le but de vérifier si I'anémie palustre sévere était spécifiquement associée a une famille allélique
du géne msp-2 (merozoite surface protein 2) de P. falciparum, nous avons étudié durant la saison
de transmission maximale du paludisme (juin a octobre) de I'année 2001, la diversité génétique de
P falciparum en utilisant le marqueur génétique msp-2 chez des enfants de moins de 5 ans porteurs
du parasite dans la province du Boulgou (Burkina Faso). Un total de 405 enfants dont 107 enfants
avec anémie palustre sévére, 102 enfants avec paludisme grave sans anémie sévére et 196 cas avec
paludisme non grave ont été inclus dans cette étude. La fréquence des familles alléliques FC27 et
3D7 était respectivement de 89,2% et 72,5% dans les cas graves avec anémie sévere, 89,7 % et
84,1% dans les cas graves sans anémie,; 86,9% et 77% dans les cas de paludisme sans forme de
sévérité (p = 0,4 pour FC27 et p = 0,7 pour 3D7). La complexité des génotypes FC27 était significati-
vement plus élevée (p <10°) chez les enfants présentant un paludisme grave d’une maniéere générale
que dans les cas non graves.
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Introduction

n zone endémique, en fonction du facies épidémiologique,

le paludisme se présente sous différentes formes clini-
ques : asymptomatique, simple ou grave. Les formes graves
dues essentiellement a Plasmodium falciparum sont respon-
sables de la plupart des déces, notamment chez les enfants
de moins de 5 ans. Plusieurs facteurs peuvent contribuer a
la sévérité des infections palustres dues a P. falciparum : les
facteurs nutritionnels, le statut immunitaire de I’individu,
certaines caractéristiques génétiques de I'individu et/ou du
parasite (1, 24).
Lexistence de souches plasmodiales plus virulentes que
d’autres a été évoquée depuis tres longtemps, et fait encore
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’objet d’une attention (13). Cependant, sur les facteurs para-
sitaires qui seraient responsables d’une augmentation de la
virulence ou des manifestations cliniques spécifiques, peu de
connaissances sont disponibles. CARLSON et al. (5) et ROWE
et al. (26) notaient une association entre les formes en rosettes
de P, falciparum et le paludisme cérébral, alors que CLOUGH
et al. (6) obtenaient des résultats contradictoires. En outre, il
a été souligné qu’une faible fréquence de multiples génotypes
parasitaires est associée a la sévérité de 'infection palustre
au Sénégal (25) et a une plus grande morbidité palustre en
Papouasie-Nouvelle Guinée (2).

Le présent travail a eu pour objectif de vérifier si une famille
allélique du gene msp-2 de P. falciparum était associée a des
formes cliniques particuli¢res de paludisme, notamment
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I’anémie palustre sévere, qui constitue la forme de paludisme
grave la plus fréquente en milieu rural au Burkina Faso (19).
Pour cela, nous avons utilisé la région centrale du géne msp-2
(merozoite surface protein 2) comme marqueur de polymor-
phisme pour étudier les familles alléliques msp-2 (FC27 et
3D7) de P, falciparum chez des malades atteints de paludisme
grave et chez des malades atteints de paludisme non grave,
tous vivants dans la province du Boulgou, une région endémi-
que & lest du Burkina Faso. La zone centrale du géne msp-2
est tres polymorphe et est beaucoup utilisée dans les enquétes
épidémiologiques pour I’étude du polymorphisme génétique
du P, falciparum (3,7).

Matériel et méthodes
Le site d'étude

Notre zone d’étude a été la province du Boulgou située au
centre-est du Burkina Faso, 2 la fronti¢re du Togo. La pro-
vince du Boulgou est caractérisée par une saison pluvieuse (de
juin 3 octobre), ou la transmission du paludisme est maximale,
et par une saison séche (de novembre A mai) avec un faible
niveau de transmission. A I'instar du reste du pays, Anopheles
gambiae, An. arabiensis et An. funestus y sont les principaux
vecteurs du paludisme (16, 23).

Recrutement des patients

Les sujets de notre étude étaient composés d’enfants porteurs
de P, falciparum avec ou sans signes de gravité.

Les définitions opérationnelles suivantes ont été retenues :
— cas de paludisme grave : enfants 4gés de 6 mois a 5 ans avec
un tableau clinique de paludisme répondant aux criteres de
gravité de POMS (22). Parmi ces cas graves, nous avions dis-
tingué les cas graves avec anémie sévere (taux d’hémoglobine
<5 g/dl) des cas graves sans anémie sévere (taux d’hémoglo-
bine = 5 g/dl);

— cas non graves de paludisme : enfants de moins de 5 ans por-
teurs de Plasmodinm, mais ne répondant pas a la définition de
paludisme grave de POMS (22). Il s’agissait donc de porteurs
asymptomatiques ou des cas de paludisme simple.

Les enfants répondant a la définition du paludisme grave ont
été enrdlés dans I’étude au niveau du service des urgences
pédiatriques du centre hospitalier régional de Tenkodogo. Les
cas de paludisme non grave ont, quant 2 eux, été recrutés au
niveau de la communauté, lors d’une enquéte transversale a
Zano et Gourganbaga, deux villages du département de Ten-
kodogo, le chef lieu de la province du Boulgou.

Le consentement oral éclairé des parents de tous les enfants a
été obtenu avant leur inclusion dans I’étude. Tous les patients
inclus dans I’étude ont bénéficié d’une prise en charge médi-
camenteuse gratuite adaptée a leur tableau clinique.

Prélevement des échantillons sanguins

Un prélevement capillaire 2 la pulpe

grace a des appareils portatifs : "'Hemocue® pour le taux d’hé-
moglobine et le glycomeétre pour la glycémie.

Un autre préléevement veineux de 0,5 ml dans des tubes con-
tenant de PEDTA a été effectué pour la génétique moléculaire
de P, falciparum.

Techniques de typages de P. falciparum

Ce typage comportait I’extraction de PADN parasitaire, son
amplification et I’électrophorese des produits d’amplifica-
tion.

Extraction de ’ADN parasitaire

D’ADN a été extrait selon la technique dodécyl-triam-
monium-bromide (DTAB)-cétyl-triammonium-bromide
(CTAB) décrite par GUSTINCICH et al. (14).

Dans notre étude, 300 pl de sang total prélevés sur EDTA
étaient utilisés par échantillon. Apres la lyse des globules
rouges avec 15 pl d’une solution de saponine 2 1 % et 300 pl
d’une solution de DTAB 412 %, ’ ADN parasitaire est purifié
avec 700 pl de solution de chloroforme. Cet extrait ’ADN
est ensuite précipité par 1 ml d’une solution de CTAB 40,5 %
et par de I’éthanol 4 99,5 %. Le précipité obtenu est ensuite
suspendu dans 50-100 pl d’eau stérile et conservé a —20 °C.

Typage génétique de msp-2 de P. falciparum

La région centrale dimorphique et variable du géne de la pro-
téine de surface du mérozoite msp-2 de P, falciparum permet
d’identifier deux familles alléliques FC27 et 3D7. La techni-
que d’amplification utilisée dans cette étude est celle décrite
par VIRIYAKOSOL et al. (28). Brievement, une amplification
primaire non spécifique est réalisée en utilisant les amorces
M2OF et M2OR avec 1 pl de I’extrait d’ADN, suivie d’une
amplification secondaire (spécifique) utilisant 1 pl du produit
de la PCR primaire comme matrice avec des amorces spécifi-
ques au type des deux familles d’alleles 2 amplifier : FC27 A/B
et 3D7 A/B. Toutes les amplifications ont été réalisées avec
un volume final de 20 pl.

Electrophorese des produits PCR

Les fragments d’ADN amplifiés par PCR sont séparés par
électrophorese sur un gel d’agarose 2 1,5 % (m/v) de la solu-
tion de tris base — borate - EDTA. Ces fragments sont visua-
lisés sous lumiere UV grace au bromide d’éthidium et ensuite
photographiés.

Interprétation des résultats

Il s’agissait, apres traitement des photos (scannées), de déter-
miner la taille des bandes ou fragments, ainsi que le nombre
de fragments ou génotypes différents par isolat.

Analyse statistique

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel Epi info®
version 6.0.

Les tests de %2 de Pearson et le test de Fisher ont été utilisés
pour la comparaison des proportions. Le test de Student et
I’analyse de variance ont été utilisés pour la comparaison des
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moyennes. La valeur de p < 0,05 a été retenue comme seuil de
significativité pour les différents tests statistiques.

Résultats

Au total, 405 enfants de moins de 5 ans ont été inclus dans
notre étude : 209 ont présenté un tableau de paludisme
grave et 196 un tableau de paludisme non grave. Parmi les
enfants admis dans un tableau de paludisme grave, 102 enfants
avaient une anémie sévere. L’dge moyen (+ écart-type) était
de 1,3 ans (£ 0,9) dans les cas de paludisme grave avec anémie
sévere (PGAS); 1,9 ans (+ 1,2) dans les cas de paludisme grave
sans anémie sévere (PGSAS) et 3,0 ans (+ 1,6) dans les cas de
paludisme non grave (PNG).

Fréquence des familles alléliques 3D7 et FC27 de
P. falciparum

D’une maniére générale, chez les patients de I’étude porteurs
de P. falciparum, les fréquences des familles alléliques 3D7
et FC27 des souches parasitaires étaient respectivement de
77,8 % (ICos 4, : 73,8-81,9) €t 88,2 % (ICss o, : 85,1-91,3). Cette
différence est statistiquement significative (P <<0,001).

En fonction de la sévérité du paludisme, les fréquences des
familles alléliques 3D7 et FC27 de P. falciparum étaient sen-
siblement les mémes chez les malades atteints de paludisme
grave (PGSAS et PGAS) que dans les cas de paludisme non
grave (tableau I). En comparant les fréquences de ces deux
familles alléliques 3D7 et FC27 chez les PNG et les PGSAS,
la différence n’est pas statistiquement significative (tableau
I). Entre PGAS et PGSAS, une différence statistiquement
significative n’a été mise en évidence que sur la fréquence de
la famille allélique 3D7 (tableau I).

Lanalyse de la fréquence des familles alléliques 3D7 et FC27
en fonction de ’Age dans les trois entités cliniques n’a montré
aucune différence (tableau II).

Complexité des génotypes 3D7 et FC27

En définissant la complexité comme le nombre moyen de
génotypes parasitaires présents chez un sujet, on note chez les
patients de I’échantillon d’une maniere générale que le nom-

et PGSAS était respectivement de 2,4 (£ 1,6); 2,9 (+ 1,6) et
2,9 (+ 1,4).

Lanalyse de la complexité individuelle des familles alléliques
du géne msp-2 a montré que, de fagon spécifique, ni la com-
plexité au sein de la famille allélique 3D7, ni au niveau de
la famille FC27 ne variait avec ’age, et cela quelle que soit
Pentité clinique considérée (tableau ITI). Cependant, en com-
binant les complexités (génotypes 3D7+FC27), un nombre
maximal de génotypes parasitaires est observé dans les cas de
PGSAS agés d’un an (tableau III).

Selon la sévérité du paludisme, la complexité des génotypes
FC27 était statistiquement plus élevée dans les cas de palu-
disme grave, avec ou sans anémie sévere, comparée aux cas de
paludisme non grave (tableau I1I). Dans le groupe des patients
avec paludisme grave, la complexité des génotypes 3D7 était
significativement plus élevée dans les cas de PGSAS comparés
aux cas de PGAS; a I'inverse, la complexité des génotypes
FC27 était plus élevée dans les cas de PGAS comparée aux
cas de PGSAS.

Polyclonalité de I'infection

La polyclonalité de I'infection, définie comme étant la pro-
portion des enfants ayant plus d’un clone de P. falciparum,
est représentée par la figure 1. Ainsi, quelque soit le tableau
clinique, 79 % (75,6-83,4) des patients de I’échantillon étaient
parasités par plus d’un clone de P. falciparum.

Figure 1.

Polyclonalité de I'infection par P. falciparum en fonction des entités cliniques.
Polyclonality of P. falciparum infection according to clinical entities

30 m cas graves avec anémie sévere
% cas grave sans anémie sévere
25 qeveeesrninnnnnnnes cas non graves
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bre moyen de génotypes parasitaires chez les PNG, PGAS, 0o 1 2 3 4 5 6 8
nb de clones par sujets
Tableau II.
Fréquence des familles alléliques FC27 et 3D7 en fonction de I'age.
Frequency of the FC27 and 3D7 allelic families according to age.
age PGAS PGSAS PNG
3D7 FC27 3D7 FC27 3D7 FC27
n % I1C n % IC n % 1C n % IC n % 1C n % 1C
<1an 40 755 63,9-871 46 86,8 77,7-959 22 815 67,1-959 25 92,6 829-1023 10 76,9 53,9-99,8 1" 84,6  65-104,2
1an 26 788 64,5-92,5 31 939 857-102 32 941 86,2-102 30 882 77,4-99,0 24 80,0 657-94,3 27 90,0 793-100,7
2-5ans 8 50 255-745 14 875 71,3-103,7 36 80,0 683-91,7 41 91,1 82,4-99,8 117 765 69,8-832 132 8,3 80,9918
P 0,08 0,05 0,15 0,9 0,9 0,8
Tableau II1.
Complexité des génotypes de type FC27 et 3D7.
Complexity of the genotypes of FC27 and 3D7 types.
age génotypes 3D7 génotypes FC27 génotypes 3D7 + FC27
(années) cas graves  PGAS  PGSAS PNG cas graves  PGAS PGSAS PNG cas graves PGAS PGSAS PNG
<1an 1.2 1.1 1.2 14 1,8 1,8 1.6 11 3,0 3,0 2,8 2,5
1an 1.3 1,0 1.5 1.3 1.9 1.9 1,8 1.2 3,2 2,9 34 2,5
2-5ans 1.1 0,9 1.2 1.2 1.4 1,6 1.4 1.2 2,6 2,6 2,6 2,4
0,5 -5 ans 1,2 1,0 1.3 13 1,7 1,8 1,6 1,2 2,9 2,9 2,9 2,5
valeur de p 0,2 0,4 0,1 0,7 0,06 0,6 0,3 0,9 0,08 0,7 0,05 0,9
comparaisons statistiques (valeur de p)
PGSAS vs PNG p=03 p << 0,001 p = 0,002
PGAS vs PNG p=01 p << 0,001 p =002
PGAS vs PGSAS p = 0,04 p < 0,04 p=06
cas graves vs PNG p=0,5 p << 0,001 p = 0,004
Parasitologie 168
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Selon les entités cliniques, la polyclonalité était de 78,5 %
(70,5-86,5) chez les PGAS, 85 % (78,2-91,8) chez les PGSAS
et 77 % (71,1-82,9) chez les PNG (figure 1); les différences
observées ne sont pas statistiquement significatives.

Discussion

ans cette étude, nous n’avons pas noté de différence dans

la fréquence de la famille FC27 entre les trois entités cli-
niques. Ces résultats corroborent ceux de nombreuses autres
études réalisées au Sénégal (29) ou au Gabon (21). Cependant,
nos résultats s’opposent a ceux d’ENGELBRECHT et al. (8), qui
ont trouvé, en Papouasie — Nouvelle-Guinée, une fréquence
plus élevée de la famille FC27 chez des malades que chez des
sujets asymptomatiques. Le constat d’une fréquence plus éle-
vée des génotypes FC27 chez les malades a été aussi décrit par
MARSHALL et al. (17) et FELGER et al. (12) en 1994 alors que
NTOUMI ef al. (20) notaient en 1995 une fréquence élevée de
génotypes FC27 plutdt chez des porteurs asymptomatiques
dans une région holoendémique de Dakar.
Par ailleurs, I’analyse de nos résultats a révélé que la fréquence
des formes parasitaires 3D7 n’était pas différente entre cas
graves et cas non graves. Cela confirme les résultats obtenus
a Dakar entre les cas de paludisme grave et les cas non graves
(25). Cette observation differe des constats faits au Gabon, ot
il a été mis en évidence une fréquence plus élevée de la famille
allélique 3D7 dans les infections aussi bien asymptomati-
ques que symptomatiques. Cependant, une prédominance
des génotypes 3D7 a été notée dans notre étude dans les cas
graves sans anémie sévere lorsqu’ils sont comparés aux cas
graves avec anémie sévere. Ainsi, il y a une association statis-
tiquement significative entre la présence de la famille allélique
3D7 et I'atténuation de la sévérité de "anémie palustre.
Nous n’avons pas noté de corrélation significative entre I’age
des patients et la fréquence des familles alléliques FC27 et 3D7
quelle que soit I’entité clinique. D’ailleurs, de nombreuses
études effectuées notamment en zone endémique ont fait le
méme constat (11, 27).
La complexité reflétant au niveau individuel la relation hote-
parasite, nous n’avons pas noté de variation significative avec
I’age en ce qui concerne la complexité des génotypes dans
notre étude quelque soit I’état clinique du patient. Un constat
similaire a été fait au Bénin (15) et au Ghana (18), alors que des
variations significatives de la complexité des génotypes de P,
falciparum avec I’dge ont été observées par NTOUMI et al. (20),
qui rapportaient dans une étude réalisée en 1995 au Sénégal
que de quatre génotypes de P. falciparum en moyenne par
individu chez des enfants de 0 a 14 ans, la complexité passait
a deux génotypes chez les sujets agés. Nous n’avons pas pu
observer une telle réduction dans notre étude, probablement
parce que les enfants de notre étude avaient moins de 5 ans.
Dans notre étude, la complexité des génotypes FC27 est sta-
tistiquement plus élevée dans les cas graves d’une maniere
générale que dans les cas non graves. Le nombre élevé de
génotypes de type FC27 semble étre donc associé a la gravité
du paludisme. Cette conclusion est intéressante a relever car
elle vient renforcer celles de BECK et al (4), ENGELBRECHT et
al. (8) et celles de FELGER ez al. (10), qui ont indiqué que les
génotypes parasitaires de type FC27 sont associés a un risque
accru de paludisme grave. Par contre, le nombre moyen de
génotypes 3D7 n’était pas différent entre cas graves et cas non
graves, mais nous avons plutdt constaté une complexité des
génotypes 3D7 plus élevée dans les cas graves sans anémie
sévere comparés aux cas graves avec anémie sévere. Cette
dernitre observation conforte une fois de plus ’hypothese
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selon laquelle les souches 3D7 protegeraient contre la sévérité
de ’anémie. Par ailleurs, la valeur de complexité obtenue dans
les cas non graves serait proche de celle obtenue par FELGER
et al. (11) en Tanzanie.

En analysant la complexité moyenne de ’ensemble des géno-
types parasitaires, c’est-a-dire 3D7 et FC27 confondues, nous
n’avons pas observé de différence statistiquement significative
entre les entités cliniques de notre étude, contrairement a
MOCKENHAUPT et al. (18) qui ont constaté qu’une complexité
élevée contribuerait i la sévérité de 'anémie palustre. Les
valeurs de complexité trouvées respectivement dans les cas
graves avec anémie sévere et sans anémie sévere sont supé-
rieures aux valeurs obtenues par ROBERT e al. (25) au Sénégal,
respectivement 2,9 = 1,6 et 2,9 + 1,4 dans notre étude contre
2,4 et 23.

Une complexité d’ensemble (3D7+FC27) de 2,4 (similaire a la
valeur obtenue dans notre étude dans les cas non graves) a été
rapportée par FELGER et al. (11). Des valeurs de complexité de
5 et 4,5 (plus élevées que les notres) ont été en outre retrou-
vées dans des cas non graves par BECK et al. (4) en Tanzanie
et ENGELBRECHT et al. (9) au Nigéria. Ces différences seraient
liées au niveau de transmission plus élevé dans ces zones com-
paré a celui de notre zone d’étude.

Dans notre étude, le nombre de génotypes de P. falciparum
varie de 0 a 8 par personne (figure 1). L'absence de différence
dans la fréquence des infections multiples dans notre étude
entre les entités cliniques pourrait s’expliquer par le niveau
d’endémicité élevé lié a un taux d’inoculation assez élevé. Par
ailleurs, il est a noter que 44,2 % des cas graves avec anémie
sévere, 52,4 % des cas graves sans anémie sévere et 59,2 % des
cas non graves hébergeaient deux ou trois génotypes diffé-
rents de P. falciparum. Ce fait témoigne d’une polyclonalité
élevée.

La présence élevée d’infections multiples constatées dans
notre étude a été aussi décrite par SMITH et al. (27), qui ont
rapporté en Tanzanie jusqu’a 5 génotypes différents de P
falciparum par personne. En 2000, ENGELBRECHT et al. (9)
avaient noté au Nord du Nigeria, chez des sujets asympto-
matiques, une polyclonalité d’environ 80 %, proche des 77 %
de notre étude. Cette fréquence élevée de génotypes multiples
de P, falciparum en Afrique sub-saharienne contraste avec des
études effectuées en Papouasie — Nouvelle-Guinée, ot FEL-
GER et al. (12), ENGELBRECHT et al. (8) 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 (9).

Conclusion

Cette étude sur le polymorphisme allélique de P. falcipa-
rum a permis de comparer non seulement la fréquence
des familles alléliques FC27 et 3D7 de P. falciparum, mais
aussi la complexité des génotypes et la polyclonalité de I'in-
fection entre les trois entités cliniques. Ces résultats devront
permettre de mieux comprendre la relation entre les aspects
cliniques du paludisme et la diversité génétique des parasites
qui sont impliqués dans les manifestations cliniques.
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