N
N

N

HAL

open science

Prévalence des délétions des genes pfhrp2 et pfhrp3 chez
Plasmodium falciparum sur le plateau des Guyanes
Léna Berthelot

» To cite this version:

Léna Berthelot. Prévalence des délétions des genes pfthrp2 et pfhrp3 chez Plasmodium falciparum sur

le plateau des Guyanes. Parasitologie. 2018. dumas-02018247

HAL Id: dumas-02018247
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02018247
Submitted on 13 Feb 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02018247
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DES ANTILLES
FACULTE DE MEDECINE HYACINTHE BASTARAUD

ANNEE : 2018 N2018ANT 0264

MEMOIRE
DU DIPLOME D'ETUDES SPECIALISEES (D.E.S.)
DE BIOLOGIE MEDICALE

qui, conformément aux dispositions du décret
n° 2003-76 du 23 janvier 2003 (Article 14- 4)

tient lieu de :

THESE
POUR LE DIPLOME D'ETAT DE DOCTEUR EN MEDECINE

PRESENTE ET SOUTENU
le 23 avril 2018

PAR

BERTHELOT Léna

Prévalence des délétions des gengfhrp2 et pfthrp3

chezPlasmodium falciparumsur le plateau des Guyanes

JURY
Président : Madame le Professeur Magalie PIERRE DEMAR
Membres : Madame le Professeur Maryvonne DUEYMES
Monsieur le Professeur Félix DJOSSOU
Madame le Docteur Lise MUSSET



Université
des Antilles ¢

Faculté

de Médecine
Hyacinthe BASTARAUD

Le Président de I'Université des Antilles : Eustase JANKY
Doyen de la Faculté de Médecine : Raymond CESAIRE

Vice-Doyen de la Faculté de Médecine : Suzy DUFLO

Professeurs des Universités - Praticiens Hospitaliers

Bruno HOEN

Pascal BLANCHET

André-Pierre UZEL

Pierre COUPPIE

Thierry DAVID

Suzy DUFLO

Eustase JANKY

Francois ROQUES

Jean ROUDIE

Jean-Louis ROUVILLAIN

André CABIE

Philippe CABRE

Maladies Infectieuses

CHU de POINTE- A -PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 15 45

Chirurgie Urologique

CHU de POINTE- A -PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 13 95

Chirurgie Orthopédique et Traumatologie
CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 14 66

Dermatologie

CH de CAYENNE
Tel : 05 94 39 53 39

Ophtalmologie

CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 14 55

ORL — Chirurgie Cervico-Faciale
CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES
Tel : 0590 93 46 16
Gynécologie-Obstétrique

CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES
Tel 0590 89 13 89

Chirurgie Thoracique et Cardiovasculaire
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 5522 71

Chirurgie Digestive
CHU de FORT- DE - FRANCE

Tel: 05965521 01-Tel: 0596552271

Chirurgie Orthopédique
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 05 96 55 22 28

Maladies Infectieuses
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 23 01

Neurologie
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 22 61



Raymond CESAIRE

Maryvonne DUEYMES-BODENES

Régis DUVAUFERRIER

Annie LANNUZEL

Louis JEHEL

Mathieu NACHER

Guillaume THIERY (en disponibilité)

Magalie DEMAR - PIERRE

Vincent MOLINIE

Philippe KADHEL

Michel DEBANDT

Jeannie HELENE-PELAGE

Karim FARID

Mehdi MEJDOUBI

Rémi NEVIERE

Bactériologie-Virologie-Hygiéne option
virologie
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 5524 11
Immunologie
CHU de FQRT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 24 24
Radiologie et imagerie Médicale
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 21 84
Neurologie
CHU de PONTE- A -PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 14 13
Psychiatrie Adulte
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 20 44
Epidémiologie, Economie de la Santé et
Prévention
CH de CAYENNE
Tel : 0594 93 50 24
Réanimation
CHU de PONTE-A-PITRE/BYMES
Tel : 059089 17 74
Parasitologie et Infectiologue
CH de CAYENNE
Tel : 0594 39 53 09
Anatomie Cytologie Pathologique
CHU de FQRT DE FRANCE
Tel : 05 96 55 20 85/55 23 50
Gynécologe-Obstétrique
CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 13 20
Rhumatologie
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 05 96 55 23 52
Médecine Générale
CHU de Pointe-a-Pitre / Cabinet libéral
Tel : 0590 84 44 40
Médecine Nucléaire
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 05 96 55 21 67
Radiodiagnostic et imagerie Médicale
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 21 84
Physiologie
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 20 00



Christian SAINTE-ROSE

Sébastien BREUREC

Félix DJOSSOU

Nicolas VENISSAC

Radiodiagnostic et imagerie Médicale
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 55 20 00

Bactériologie & Vénérologie
CHU de POINTE- A -PITRE/ABYMES
Tel : 059089 12 80

Maladies infectieuses et tropicales
CH deCAYENNE
Tel : 05 94 39 50 50.
Chirurgie thoracique et cardiovasculaire
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 5522 71

Professeurs Associés de Médecine Générale

Franciane GANE-TROPLENT

Meédecine générale
Cabnet libéral les Abymes
Tel : 0590 20 39 37

Maitre de Conférences des Universités - Praticiens Hospitaliers

Christophe DELIGNY

Jocelyn INAMO

Fritz-Line VELAYOUDOM épse CEPHISE

Marie-Laure LALANNE-MISTRIH

Narcisse ELENGA

Moana GELU-SIMEON

TABUE TEGUO Maturin

BACCINI Véronique

Médecine Interne
CHU de FORT- DE - FRANCE
Tel : 05 96 55 22 55

Cardiologie
CHU de FORT- DE - FRANCE

Tel : 0596 55 23 72 - Fax : 0596 75 84 38

_ Endocrinologie
CHU de POINTE- A -PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 13 03

Nutrition
CHU de POINTE- A -PITRE/ABYMES
Tel : 059089 13 00
Pédiatrie
CH de CAYENNE
Tel: 0594 39 77 37

Gastroentérologie hépatologie
CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES
Tel : 0590 89 10 10

M édecine interne : Gériatrie et Biologie du
vieillissement

CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES

Tel : 0590 89 10 10

Hématologie
CHU de POINTE-A-PITRE/ABYMES
Tel : 059089 10 10



Chefs de Clinique des Universités - Assistants des Hopitaux

BANCEL Paul

BORJA DE MOZOTA Daphné

DARCHE Louis

DE RIVOYRE Benoit

DEBBAGH Hassan

DOURNON Nathalie

GALLI-DARCHE Paola

GHASSANI Al

CHARMILLON Alexandre

MARY Julia

MOINET Florence

MONFORT Astrid

MOUREAUX Clément

GUERIN Meggie

PARIS Eric

ORL/Chirurgie maxillo faciale
CHU dePointe-a-Pitre
Tél. : Tél. : 0590 89 14 60
Gynécobgie-Obstétrique
CHU de POINTE- A -PITRE/ABYMES
Tél. : 0590 89 19 80
Chirurgie Digestive et Viscérale
CHU deMartinique
Tél. : 0596 55 20 00
Ophtalmologie
CHU dePointe-a-Pitre
Tél. : 0590 89 14 50/ 0690 00 93 95
Chirurgie thoracique
CHU deMatrtinique
Tél. : 0596 55 22 71
Maladies infectieuses
CHU de Pointe-a-Pitre
Tel : 0590 89 10 10
Neurologie
CHU de Martinique
Tél. : 0596 55 20 00.
Gynécobgie-Obstétrique
CHU de Pointe-a-Pitre
Tél. : 0590 89 19 89
Aneghésie-Réanimation
CHU de Pointe-a-Pitre
Tél. : 0590 89 11 82
Rhumatologie
CHU deMartinique
Tél. : 0596 55 23 52
Rhumatologie-médecine interne
CHU de Martinique
Tél. : 0596 55 22 55
Cardiologie
CHU deMartinique
Tél. : 0596 55 23 72
Urologie
CHU de Pointe-a-Pitre
Tél. : 0590 89 13 95
Parasitologie et Mycologie
CH “Andrée ROSEMON” de Cayenne
Tél. : 0594 39 53 59
Réanimation
CHU dePointe-a-Pitre
Tél. : 0590 89 10 10



Neurologie

CHU de Binte-a-Pitre

Tél. : 0590 89 13 40
Psychatrie

CHU de Martinique

Tél. : 0596 55 20 44
Chirurgie orthopédique
CHU de Martinique

Tél. : 0596 55 22 21

PIERRE-JUSTIN Aurélie

SAJIN Ana Maria

SEVERYNS Mathieu

Chefs de Clinique des Universités — Médecine Générale

Médecine Générale
CHU de Pinte-a-Pitre /Cabinet
Tél. : 0590 8084 05 /Fax : 0590 99 33 07
Médecine Générale
CHU de Martinique / Cabinet
Tél. : 05 96 75 48 27
Médecine Générale
CH « Andrée Rosemon » de Cayenne/Cabinet
Tél. : 05 94 39 50 50 poste 59 28

MOUNSAMY Josué Médecine Générale
CHU de Pointe-a-Pitre /Cabinet

CARRERE Philippe

PLACIDE Axiane

NIEMETZKI Florence

Professeurs EMERITES

Rhumatologie
CHU deFORT- DE - FRANCE
Tel : 0596 552352 - Fax:0596 75 84 44
Médecine interne
CHU de FORT- DE - France
Tel : 0596 55 22 55 - Fax : 0596 75 84 45
Bernard CARME Parasitologie
CH « Andrée Rosemon » de Cayenne/Cabinet
Tél. : 05 94 39 50 50

Georges JEAN-BAPTISTE

Serge ARFI



REMERCIEMENTS

Au Professeur Magalie PIERRE DEMAR,

Je vous remercie de m’avoir fait 'honneur de pésice jury de these. Notre premiere
rencontre en 2011, lors de mon externat, m’a déamg®it pour les maladies infectieuses et
votre parcours m’a grandement inspiré. Merci pautrev disponibilité et vos enseignements,
ce fut un plaisir de travailler un semestre au latwre de parasitologie.

Au Professeur Félix DJOSSOU,

Je vous remercie d’avoir accepté de participer purgede these. C’est lors du passage dans
votre service pendant mon externat que j'ai su jguesviendrais en Guyane faire de la
médecine tropicale. Merci, ce stage a orienté rhexaurant mes études.

Au Professeur Maryvonne DUEYMES,

Je vous remercie d’avoir accepté de participer jargede these. Merci pour votre gentillesse
et votre disponibilité.

Au Docteur Lise MUSSET,

Merci de m’avoir fait confiance pour diriger cettese et pour votre aide précieuse tout au
long de ce travail. La derniére ligne droite aigténse, merci pour votre patience.

Au Docteur Dominiqgue ROUSSET,

Merci pour tes précieux conseils et ton soutierdpahces dernieres semaines. Merci pour tes
enseignements quotidiens, c’est un plaisir de iitava tes cotés.

Aux équipes de maladie infectieuse et du laboratoire bactérioio-parasitologie de
Guadeloupe, aux équipes des laboratoires de biochienet d’hématologie de Bordeaux,
merci pour ces premiers semestres enrichissadtsddcouvertes.

A I'équipe du laboratoire de parasitologie du CHAR, Cécile, Denis, Nadia, Magalie,
Romain et Max, merci pour votre gentillesse, votre disponibilitéla bonne ambiance de
travail.

Aux équipes de I'lPG des laboratoires de parasitolie : Yassamine, Béatrice, Luana,
Nicole et Stéphanesans qui cette these n'aurait pas vue le jour, im@var votre aide
quotidienne et vos précieux conseitke virologie : Antoine, Séverine, Laetitia, Bethy,
David, Marine et Norma, j'ai appris beaucoup et pris de plaisir a travailesos cotés cette
derniere année, meralu LBM merci pour votre gentillesse et votre disponihilé#d’équipe
d’épidémiologie, Claude merci de m’avoir fait confiance pour I'enquéte et th’avoir
permis de survoler Petit-Saut en hélico, c’était, f0amille, nos conversations le midi vont
me manquer, merci beaucoup pour ton soutient eblehage et gardiennage ces dernieres
semaines, a bientét en métropdieielle, merci pour ton aide, Geneious n’a presque plus de
secret pour moi.

Durant mon internat, je me suis souvent senti idd’'a vos c6tés et jai pris beaucoup de
plaisir a travailler aux seins de vos équipes, Mareous tous j'étais un peu perdu au début
de mon internat, maintenant je sais que j'ai faisdn choix en devenant biologiste.



A mes parents,

Papa, merci de m’avoir donné ton godt pour les sciemtg®our la nature,

Maman, merci de m’avoir transmis ta curiosité et ta peésarce.

Merci a vous pour ce chaleureux cocon familial.

A mes soeurs et frere,

Eme, merci pour ta bienveillanceylart, merci pour ton humour-lo, merci pour notre
complicité, vous me manquez souvent.

Au reste de la famille qui s’est agrandie ma niecdade mon beau-frere\Wahée, quel
bonheur de passer du temps a vos cotés, vous aNedlie la famille.

A Nicole, merci pour ton soutien.

A ma grand-mereleanine,

A Evelyneet Denis, Remi.

A Dodo et Titi.

A mon parrainVincent etMarie et mes cousines et cousin,
A ma marraineMarie Claire

A Virgile, merci pour tous ces fabuleux moments passés enseataplis le début de mon
internat et pour ces jolies découvertes. Mercird’& au quotidien. Ces derniers temps n’ont
pas été simple, merci pour ta patience.

Aux pinces, mes fréres et sceurs de coeur, Marie, Giey, Henri, Antoine, Arthur,
Louise. La distance nous sépare depuis 4 ans maintenastli@aitié qui nous lie restera
intacte encore bien longtemps.

A Vincent, I'externat a tes cotés c’était super, on était lrep loin pendant notre internat
j'espére qu’on se retrouvera bien prochainement.

A tous mes colocs et amis de Sainte Anne, Petit Bgu les boulbouls, Nasouty, Casa
Thérése, du Consulat et de Beauséjour,

Elodie, sans toi je n’en serais pas la aujourd’Nat, a quand nos retrouvailles dans un autre
DOM, Amélie et Marco, a treés bientbt jespere pour de nouvelles avestiaba, Jorge,
Romain et Gabi, Oliv et Marine, Marianne et Dim, merci pour notre nid de bois et de
verdures, Ben et Oriane, super de s'étre retrouvés ici et d'avoir partaggs belles
découvertes Juju etAlice, ravie d’avoir fini mon internat en Guyane a vo$es, quel plaisir

de vivre avec vous,

Merci a vous tous et a ceux que je n'ai pas citér @@s supers moments passes en votre
compagnie, quel plaisir d’étre bien entourée quamdst loin de sa famille.

Les filles Pimp, Mar, Cha et Marie, a bientot en voyage, on s’était donné rendez dans
3 ans, enfin il ne reste plus qu’un an et demi.arsabn se retrouve ou ?

Aux tigresses et a Alex, notre coachmerci a vous pour ces supers moments sportifsset ce
3°™® mi-temps renversantes.

A toutes ces belles rencontres en Guyameitour d’'une coincheDine, Marie Bro, Marine,
ou plutét en carbetChris, Dylan, Brieux et Marie, Justine et Fred ou ailleursVaness,
Bruno etMorgane.

A Saimi, pour ta fidéle compagnie.

A tous les gens croisés sur mon chemin, aux seuetreaux paroles échangés, aux regards
partagés, chaque rencontre m’a fait grandir, merci.



RESUME

Depuis 2009, I'Organisation Mondiale de la SantédM&) recommande de confirmer
rapidement toute suspicion de cas de paludismet aeadélivrer un traitement antipaludique
adapté en procédant a un diagnostic de certitudé bar la recherche des plasmodies par
microscopie ou test de diagnostic rapide (TDR) avdfadministrer un traitement
antipaludique adapté. Cette recommandation a coadum essor des TDR qui sont devenus
des outils diagnostic de choix dans les zones @esuhux infrastructures limitées. Ces TDR
permettent entre autre la détectionRl@smodium falciparurpar la recherche de la protéine -
2-riche en histidine (Pf-HRP2). Des parasites éélgiour le gen@fhrp2, qui code cette
protéine, ont cependant été décrits en Amazonieisgee est alors d’étiqueter a tort un acces
a P. falciparumcomme un accea P. vivaxet de le traiter par chloroquine alors que sur le
plateau des Guyanes, 20 a 30% des parasites domahino-résistants. En raison des flux
migratoires et de la place des TDR dans cette megioe surveillance accrue de ces délétions
est nécessaire. Ainsi, des isolats collectés éifis et 2017 en Guyane, au Guyana et au
Venezuela ont été étudiés selon les recommandale©MS afin d’estimer la prévalence
des délétions au niveau des gépisp2/3.

Huit PCR analysant les deux parties, jonction ek¢het exon 2, des genp#rp2 et pfhrp3

et leurs genes adjacents ont ainsi été utilidéeprotocole d’étude comprenait également une
PCR en temps réel comme méthode semi-quantitaduagitant d’évaluer la quantité et la
qualité de I'ADN des isolats étudiés afin de sétguter les échantillons analysables.

Un total de 690 isolats a été étudié. Au Venezug®dp (IGs [28,1 — 49,9]) des parasites
présentaient une délétion au niveau du ggfinep3 et 2,6% (IGs [0 — 6,8]) au niveau de
pfhrp2. Au Guyana (n=265) et en Guyane (n=230), aucun pardélété pour le gengthrp2

n'a été mis en évidence et respectivement 3,09 [[$9% - 5,1%] et 0,5% I [0 — 1,5]
pour le gengfhrp3

Ces données robustes mettent pour la premiéreefovidence des isolats délétés pour le
genepfhrp2au Venezuela et confirme leur absence en Guyaae @uyana. Par conséquent,
la surveillance reste de mise au Venezuela maisés bases sur Pf-HRP2 restent des outils

diagnostic adaptés dans ces pays.



SUMMARY

Since 2009, World Health Organization (WHO) recomdse the biological diagnostic
confirmation by either microscopy or rapid diagmogest (RDT) of any clinical malaria cases
before delivering appropriate antimalarial treatem&his recommendation led to increasing
use of RDTs especially in remote areas with limitegflastructures. Most RDTs target the
histidine-rich protein-2 antigen (PfHRP2) to detdefasmodium falciparum However,
parasites deleted for thhrp2 gene encoding this protein have been describéanazonia.
The risk is then to misdiagnosedPa falciparumcase as &. vivaxone and to treat it with
chloroquine. In the Guiana Shield, 20 to 30% ofapdes are chloroquino-resistant. Due to
human migration and the importance of RDTs in thgon, increased surveillance fhrp2
deletion is required. Thus, isolates collected eetw 2015 and 2017 in French Guiana,
Guyana and Venezuela were studied according to Wét©Ommendations to estimate the
prevalence of parasites lacking the pfthrp2  and pfhrp3  genes.
Eight amplifications analyzed two regions of theggpfhrp2 andpfhrp3 junction exon 1-2
and exon 2, of the genes and their flanking gefesassess the sample DNA quality and
guantity and to select suitable isolates for mdkacanalysis, the protocol included a real-
time PCR as a semi-quantitative method.

A total of 690 isolates were analyzed. In Venezug® (IGs [28.1 - 49.9]) of the parasites
were pfhrp3 negative and 2.6% (ig [0-6.8]) pfhrp2 negative. In Guyana (n = 265) and
French Guiana (n = 230), no parasite lacked pfiep2 gene and respectively 3.0%gC
[0.9% - 5.1%] and 0.5% Kz [0 - 1.5] werepfhrp3negative.

These robust data identify for the first time tlhegence of deletgafhrp2 parasites in
Venezuela and confirm their absence in Guyana amach Guiana. Therefore surveillance
remains important in Venezuela. However, P-HRP2edaRDTs remain suitable diagnostic

tools in the countries of this region.
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INTRODUCTION

Le paludisme est l'infection parasitaire la plupagdue dans le monde. Elle est due a un
protozoaire, du genrBlasmodium transmis par un moustique du gedmopheleset dont

l'issue clinique peut étre fatale.

Prés de 3,2 milliards de personnes dans 91 paterrédbires (soit environ la moitié de la
population mondiale) sont exposées au risque diitie par cette maladie. En 2016, 216
millions 1Cg5 [196 — 263] et 445 000 décés ont été rapportés damonde en lien avec cette
maladie. L’Afrique sub-saharienne était la régianndonde qui concentrait le plus de cas de
paludisme (90%)), loin devant I'Asie du Sud-est (#ba région de la Méditerranée orientale
(2%)(1).

Dans la région des Amériques (Figure

N—r

l'incidence du paludisme a diminué entre
2010 et 2016. En 2016, le paludisme
restait endémique dans 18 pays, avec 562

800 cas confirmés ayant causés 1[0

déces. Plasmodium vivax était ' M
Pt Lan
responsable de 69% des cas de paludigme *

dans cette zone alors qu&asmodium
falciparumI'était pour 30% d’entres eux
(1). Les cas &. malariaey étaient trés

rares et ceux &. ovale et P. knowlesi

Confirmed cases
per 1000 population

Insufficient data
o

0-01

absents.

La sous-région amazonienne supporte |le
i 01-1.0
plus lourd fardeau du paludisme dans Ipes o
10-50
Ameériques. Sur une superficie de plus ¢le - Source :
- Rapport de I'OMS de 2017 sur le paludisme dansdeda(l)

T+

5,5 millions de kilomeétres carrés, la foré

. lob f d IFigure 1- Carte des cas confirmés de
amazonienne englobe neuf pays dont E‘aludisme pour 1000 habitants en 2016 dans

Bolivie, le Brésil, la Colombie, 'Equateur, '@ '€9/0n des Ameriques.

la Guyane, le Guyana, le Pérou, le Suriname etdeeYuela. A eux seuls, ces pays ont
déclaré 92,5% de tous les cas dans les Amériqu@®kh Le paludisme reste une menace
pour ceux qui vivent et travaillent dans la for@picale, et pour lesquels le traitement n’est

pas facilement accessible (2).
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1 BIOLOGIE DU PALUDISME

1.1. Le parasite

Les parasites responsables du paludisme sontdsdiembranchement dégicomplexaCes
parasites intracellulaires sont des protozoairela ddasse des sporozoaires coccidiomorphes
(unicellulaires), de la famille ddrlasmodidaest du genrd’lasmodiumSeules cingq espéces
sont connues pour étre pathogénes chez I'HonRfesmodium falciparunet Plasmodium
vivax sont les espéces les plus répandues (Figure 2)deraisnfections humaines peuvent
aussi étre causées Rlasmodium malariae, Plasmodium ovad# plus exceptionnellement
par Plasmodium knowlesiCette derniere espece ne se trouve gu'en Asie dueSiuchez

’Homme et infecte principalement les primates hamains (3).

%\ .»'!}} e "‘-"_": i
W ‘

4.
?"& ¥, Solormon klands
2
.,f» g Y -

A K Wanuatu
-~
s )
L > y .
g /
5 wi
! ra

&
L
P

-

o

Source : Feachem et al. Lancet. 20]

»00% P faltparm
=80% Fuhax
F folcipmram and P i

Figure 2- Especes majoritairement responsables daludisme selon les pays.

1.2. Le moustique : vecteur du paludisme

Le paludisme humain est transmis exclusivementdear moustiques du genfmopheles

L’anophéle préleve le parasite du geRfasmodiun(plasmodies) sous forme de gamétocytes
lors de son repas de sang sur une personne infdog¥es le moustique, le parasite se
multiplie et passe dans son estomac, puis dansgkesles salivaires permettant sa
transmission sous forme de sporozoites a une petsenne lors du prochain repas. Le genre

Anophelesppartient & I'ordre des Diptéres, a la famille Geticidaeet a la sous-famille des
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Anophelinag(anophéles). Le gennophelesegroupe 465 especes, 70 d’entre elles ont la
capacité de transmettre les parasites agents dudipale a I'Homme.On considére
aujourd’hui que 41 especes vectrices sont domisataas le monde (4).

En Amérique du Sud, les neuf espéeces vectrices rdomtas sonfAnopheles darlingi, An.
freebomi, An. pseudopunctipennis, An. quadrimaas|afn. albimanus, An. albitarsis, An.
aquasalis, An. marajoarat An. nuneztovargs).

Anophele darlingiest largement distribué géographiquement sur teutontinent sud-
ameéricain. Les gites larvaires, ombragés, sonbueés dans les masses d’eaux claires
naturelles (lagunes, lacs, rivieres) et associéds & végétatior{ex : lac post orpaillage
revégétalisé). Les femelles moustiques évolueribplians les zones rurales et forestieres et
ont recours a des repas de sang principalemetiteumme (anthropophile) du crépuscule a
'aube. Leur comportement egariable avec une tendance plus fréquente a I'exgiph(se
nourrit a I'extérieur des habitations humaines)'etophilie (se repose a I'extérieur des
habitations) (6).

Sur le plateau des Guyanes, les deux vecteurs itagjes sontAnopheles darlingprésent le
long des cours d’eau principalementAat. aquasalisprésent dans les eaux saumatres des
plaines cétieres. lls peuvent étre tous deux pwostele P. falciparum méme si d’autres
especes ont également été signalées comme im@igaés la transmission(4). Par exemple,
d’autres espeéeces infectées parfalciparumont été décriteshnophele nuneztovaou encore

An intermediu®gt An. oswaldoen Guyane eAn.braziliensiet An.albitarsisau Venezuela(7).
Ces especes pourraient donc aussi transmettrelldigrae dans certains environnements
spécifiques dont les conditions favorables a lewetbppement et a la transmission restent a
définir (8).

1.3. Biologie du parasite chez le moustique vecteur (91

Chez le vecteur, le cycle sporogonique débute jragektion de gamétocytes males et
femelles matures qui circulent dans le sang périphé de I'héte humain lors du repas
sanguin d'un anophele femelle (Figure 3). Dans sgateme digestif aura lieu une
reproduction sexuée des parasites avec recomhbmaigiotique. Si les deux gamétocytes
ayant fusionné sont issus de clones différentsattasgies (en cas de poly-parasitisme chez
lindividu infectant pour le moustique), ceci va ngéer de la diversité allélique
(polymorphisme génétique) par recombinaison génétidu niveau de la paroi intestinale,
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les gamétocytes fusionnés (zygotes diploides) wentdifférencier en ookynéte puis en
oocyste qui contiendra plusieurs milliers de spoftes haploides a maturité. Les sporozoites
ainsi générés lors de cette phase dite « sporogenicperforent la capsule de I'oocyste et la
lame basale et sont libérés dans 'hémolympheifumsigrent vers les glandes salivaires, ou
ils seront inoculés lors d’'un prochain repas samgues sporozoites restent infectants dans les

glandes salivaires pendant toute la durée de viealistique.

1.4. Biologie du parasite chez ’'Hommg9,10)

L’infection a lieu lors d'un repas sanguin par umophele femelle infectant, c’est-a-dire
contenant des parasites présents sous forme dezsjtes dans ses glandes salivaires. Ces
formes parasitaires infectieuses sont alors ingscé&ec la salive dans la circulation sanguine.
lls gagnent le foie via la circulation généralealieu une premiéere phase de multiplication
par reproduction asexuée dans les hépatocytes« dithizogonie pré-érythrocytaire » ou «
cycle extra-érythrocytaire » : transformation ehisante pré-érythrocytaire (« corps bleus »)
(Figure 3). Cette schizogonie peut étre retardées d&rtains hépatocytes ou les parasites
restent en attente (hypnozoites) entre un et 18 puir les especés vivaxet P. ovale Au
bout de 5 a 8 jours, I'éclatement des schizontesdtesl libére des dizaines de milliers de
mérozoites dans la circulation sanguine. lls vamude envahir les globules rouges et
conduire a la formation de trophozoites (forme aneau). Ces trophozoites évoluent en
schizontes par reproduction asexuée lors de lazspinie érythrocytaire » ou « cycle intra-
erythrocytaire ». La rupture des hématies parasiibére ensuite des dizaines de milliers de
nouveaux mérozoites dans la circulation sanguineant parasiter d’autres globules rouges
lors d’'un nouveau cycle érythrocytaire. Le dévekappnt de tous les parasites est synchrone
chez un méme individu et la libération concomitats mérozoites est a l'origine du pic
fébrile. La durée du cycle érythrocytaire varie femction des especes plasmodiales et
détermine l'intervalle entre chaque pic fébrileluei est de 48 heures poB. falciparum

P. vivaxet P. ovale(fievre tierce), 72 heures poBr malariae(fievre quarte) et seulement 24
heures pouP. knowlesiPlusieurs cycles se succedent ainsi pouvant canduim trés grand
nombre d’hématies parasitées. La densité parasisir d’'ailleurs un critéere de gravité de la
maladie. Aprés 9 a 11 jours environ, chegzfalciparum,certains parasites érythrocytaires
asexués évoluent en gamétocytes males et femaltssde la gamétocytogénése. Les
gameétocytes sont les formes sexuées transmis@bledectantes pour le moustique. Elles

peuvent persister dans la circulation périphériguelques semaines a plusieurs mois apres la

21



guérison. Méme si les humains hébergent des fosmesées de parasites, la multiplicai
chez 'Homme, héte intermédiairest toujours de type mitotique (asexuée). Ainsi
gamétocytes ne peuvent poursuivre leur évolutioe tprsqu’ils sont ingérés par de
anopheles, hétes définitifgui assurent la pérennisation des especes plasemdimarealisar
le cycle sexué des parasites.
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Figure 3- Cycle de développement dPlasmodium falciparum
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2. DIAGNOSTIC CLINICO-BIOLOGIQUE DU PALUDISME

Le haut conseil de santé public (HCSP) a rappeté da avis rendu le 27 mars 2015 que « le

diagnostic clinico-biologique et le traitement dalyglisme sont des urgences absolues » (11).

2.1. Diagnostic clinique

Le paludisme est une affection fébrile aigué. Chezsujet non prémunisé, les symptémes
apparaissent au bout de 7 jours ou plus (génératefi® a 15 jours) apres la pigire de
moustique infectante. Les premiers symptomes -rdieymaux de téte, frissons et
vomissements — peuvent étre modérés et difficiledtrdbuer au paludisme. S’il n’est pas
traité dans les 24 heures, le paludism@lasmodium falciparunpeut évoluer vers une
affection sévere parfois mortelle, la forme la pjuave étant le neuropaludisme. Cette atteinte
cérébrale se caractérise par des troubles de Eciemice, une prostration et des convulsions
(12).

Le diagnostic du paludisme est donc une urgencécaléd « en France métropolitaine, toute
fievre chez un patient de retour d'une zone d’eridépalustre est un paludisme jusqu’a
preuve du contraire » (13).

Du fait de la non-spécificité des symptomes, il difficile de différencier le paludisme des
autres pathologies tropicales a acces fébkilapproche strictement syndromique apparait
donc comme peu fiable. En effet, cette pratique nramé la prescription excessive
d’antipaludiques, facteur favorisant I'apparitior désistance aux traitements, ainsi que le
manque de prise en charge des pathologies nontnesluss symptomatologie identique en
zone endémique (14).

En 2009, les directives de 'OMS soulignent quit enportant de confirmer rapidement une
suspicion de cas de paludisme avant de délivretraitement antipaludique adapté en
procédant, si possible, a un diagnostic de ceditumsé sur la recherche des plasmodies (par
microscopie ou test diagnostic rapide) (15). Ungdastic précis améliore la gestion des
maladies fébriles et veille a ce que les médicamantipaludiques ne soient utilisés que

lorsqu’ils sont nécessaires, évitant ainsi lesgoes médicamenteuses indirectes inutiles.
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2.2. Diagnostic biologique

La haute autorité de santé (HAS) de 2007 a rappgler le diagnostic biologique du

paludisme doit étre réalisable 24h/24 et les remfusésultats transmis en moins de quatre
heures apres la réception du prélevement (16)idteeplusieurs méthodes pour diagnostiquer
un acces palustre chez I'Homme. Ces méthodes pefgsetoutes des avantages et

inconvénients résumés dans le tableau suivant§aatl).
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Tableau 1- Caractéristiques des différentes méthodale diagnostic du paludisme chez I'Homme.

Microscopie

(Frottis mince + goutte épaisse) Test de diagnostic rapide (TDR)

Biologie moléculaire (PCR)

RESULTATS

Durée d’exécution et
délai de rendu de
résultat

30 min a 2 heures 10-15min
=> Adaptée au diagnostic d'urgence => Adapté au diagnostic d'urgence

Supérieur a 1 heure
=> Non adaptée au diagnostic d'urgence

Peu étre complexe
(essentiellement en cas d'infection
Interprétation du résultat mixte ou de la présence de formes agées Facile
ou détériorées par un traitement
antipaludique)

Complexe

Quantitatif: estimation de la densité

1
Quantitatif/semi-quantitatif par les techniquis

Rendu de résultat parasitaire Qualitatif de qPCR
1
Diagnostic d’espéce difficile dans Résultat faussement positif dans le cas de troubles Performances nettement supérieures pour
certains cas : formes agées ou formes immunologiques (Facteur rhumatoide ou anticorps l'identification d’espéce et dans le cas
Spécificité détériorées par un traitement anti-nucléaire) ou infectieux (dengue, hépatite C,  d’infection mixte mais pour la plupart ne
antipaludique toxoplasmose, tuberculose, trypanosomose ou permettent pas de distinguer les formes
Infection mixte schistosomose) sexuées des formes asexuées.

> 100 parasites/pl podr.falciparum
Meilleur performance de Pf-HRP2 > pf-LDH
Sensibilité limitée pour les espéces autre que

Frottis mince : 100 a 300 parasites/ul
Goutte épaisse: 5 a 10 parasites/ul

Sensibilité Résultat faussement négatif dans le cas : . Entre 1 et 0,005 parasites/ul
; N . . Plasmodium falciparum
de faible parasitémie ou d’infection . P .
. Résultat faussement négatif dans le cas de faible
mixte . > . ;
parasitémie ou d’infection mixte.
1
- . : Seulement possible en cas de recherche des argigéne Non adapté (délai de clairance de 'ADN
Suivi de traitement Oui

pLDH (non pour P-HRP2)

>30jours aprées traitement bien conduit)
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Tableau 1- Caractéristiques des différentes méthodale diagnostic du paludisme chez I'Homme (suite)

Microscopie

(Frottis mince + goutte épaisse) Test de diagnostic rapide (TDR) Biologie moléculaire (PCR)
1
Infrastructure adaptée (laboratoire) Aucune infrastructure nécessaire Infrastructure adaptée (laboratoire)
Infrastructure - . - . \ - . : . .
Matériel Entretien et maintenance des microscopes Pasd entretien ni de maintenance Entretien et maintenance des thermo_cycleurs
Alimentation électrique nécessaire Aucune alimentation électrique nécessaire Alimentation électrique nécessaire

1
Vulnérabilité des TDR a des températures élevéas et

« Stabilite » de la Pas de facteur limitant 'humidité Conservation des réactifs a maitriser

L:')J technique => Condition de transport et de stockage a maitrise
o — - - 1
% Personnel compétent nghﬂca:uon de_s microscopistes et P . . . Qualification des techniciens et
. " formation nécessaire (surtout en zone non Exécution facile et formation rapide : . )
O et formation exigée P formation nécessaire
w endémique)
|— 1
Oui (Protocole de coloration — lecture de
Standardisation de la  frottis mince et goutte épaisse : manuel Oui - Programme d’évaluation des performances des Non (techniques diverses et variées)
technique microscopiste OMS) mais difficile TDR (FIND + OMS) q
(opérateur dépendant)
1
Co(t Acceptable Limité Elevé (thermocycleurs- réactifs)
" Technique de référence
= Association d’une technique sensible, la Valeur prédictive négative élevée, du fait de
o : goutte épaisse et d'une technique Permet de diagnostiquer un accés palustre dans les sa bonne détectabilité : résultat négatif
%) Points forts/apports de faire le di ic d'espe lées faibl PR d'é N | svolutif
= majeurs de chague permettant de faire e liagnostic d'espéce et zones reculées faiblement ou non équipées  permet d’écarter un acces pa ustre évolutif au
(—'_) technigue estimer la parasitémie, le frottis mince.  Permet de limiter les traitements antipaludiques au moment du prélévement
z q Zone d’endémie palustre: autres parasitoses acces palustres documentés. Projet de recherche — projet épidémiologiqgue
8 visibles au frottis mince: babésiose, (porteur asymptomatique)

trypanosomose, microfilaire.
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2.2.1.1. Examen microscopique

Le diagnostic microscopique est considéré commeedanique de référence. L'OMS le
maintient comme technique de référence dans lesszon sa réalisation a un niveau de
gualité suffisant est possible. C'est un diagnosdtc certitude qui repose sur la mise en
evidence des formes érythrocytairesRtiesmodiungrace a I'observation microscopique d’un
prélevement de sang périphérique du patient. Leg se8t recueilli sur un tube avec
anticoagulant type EDTA ou ACD (pas d’héparine)existe deux techniques différentes et
complémentaires pour observer les parasites otisfimince et la goutte épaisse (16).

2.2.1.1.1. Le frottis mince

Le frottis mince est effectué en étalant

guelques microlitres de sang sur une lame deg (‘3

(La

verre afin d’obtenir une seule couche
cellulaire. Aprés séchage, la lame est colorée \ 3
avec la méthode May-Griinwald- Giemsa ? ’
(MGG) ou d'abord fixée au méthanol puis -

colorée au Giemsa. Les parasites, colorés er @
rouge (noyau) et en bleu (cytoplasme), sont ‘

. ‘ Source: IPG

observables au microscope et retrouvés arigure 4- Trophozoites deP. falciparum lors
s ; . de l'observation d'un frottis au microscope
lintérieur des hématies. immersion (Coloration MGG).

Cette méthode est la plus adaptée pour l'identiboadu stade et de I'espece parasitaire en
cause. Le seuil de détection est compris entre ét0B00 parasites/pl selon le niveau
d’expertise du lecteur. Selon les préconisatioadetture avec huile a immersion doit étre
effectuée pendant au minimum 20 minutes sur 1000achamps et poursuivie jusqu’a 30
minutes avant de rendre un résultat négatif. Jettere permet de déterminer la parasitémie.
La prise d'antipaludique(s) modifie la morphologiarasitaire et peut étre responsable
d’erreur de diagnostic, préjudiciable car les mesuhérapeutiques prises pourraient s’avérer

insuffisantes (16).
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2.2.1.1.1. La goutte épaisse

Il s’agit d’'une technique manuelle de concentraians étalement qui utilise un volume de
sang deux fois plus élevé que le frottis ce quimmtrd’augmenter la quantité de sang
examinée par un facteur 20 ou 30. Ceci améliarsi ¥ sensibilité analytique de 'examen
(seuil d’environ 5 a 10 parasites/ul apres I'obagon de 100 champs microscopiques avec
15 a 20 leucocytes par champs) (17).

Cette technique est plus longue et délicate gfietis : il faut d’abord défibriner le sang (en
y appliqguant des mouvements circulaires), le sécphars le colorer au Giemsa
(déshémoglobinisation).

L’'aspect des parasites ne permet pas d’identifieildment I'espéce. Le comptage des
parasites se fait en prenant comme référence ledeseleucocytaires et comme unité de
mesure le nombre de parasites/ul. Cent champs sompaues sont observés au minimum

avant de rendre un résultat négatif (16).

Dans les zones a faibles ressources économiqudmgderostic microscopique est difficile a

maintenir a un haut niveau de performances. lakEst peu sensible et peu spécifique di au
mangue de formation des manipulateurs, principatktrdans les cas de faibles parasitémies
ou d’infections mixtes. Par ailleurs, le maintieesdmicroscopes en état de fonctionnement
optimal est compliqué (18). EnfirR. falciparum peut étre séquestré dans les capillaires
sanguins et donc par intermittence absent du sanghgrique. Dans ce cas, il peut étre

difficilement détectable en microscopie.

2.2.1.2. Diagnostic par biologie moléculaire

Les techniques d’amplification génique, dont las#giité est plusieurs fois supérieure a la

microscopie et aux tests de diagnostic rapides (TBént d’'usage de plus en plus courant
dans le paludisme d'importation et dans des étndesssitant un dépistage actif des patients
porteurs de parasites (19).

La premiere description d’'une technique de biolag@éculaire dans le paludisme remonte a
1993 (20). Les techniques de réaction de polymé@isaen chaine (PCR) se sont ensuite

diversifiées : classique ou en temps réel, multigle avec différentes sondes d’hybridation.

On dispose aujourd’hui d’'un nouveau type de testéoudaire basé sur la technique
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d’amplification isotherme induite par boucle (LAMP) quicegsite un matériel plus simple
demande moins de temps qu’'une PCR conventior (19).

Sur leplan de la sensibilité, la P( permet de gagner 1 a 3 Lgga rapport a la goutt
épaisse, les seuilde sensibilité annoncés pouviller de 1 a 0,005 parasitepul pour la
détection deP. falciparum Sur le plan de la spécificité, Iplupart des PCR o des
performances supérieures aux autres techniquesmbemtification d’espéce, surtout uti
pour distinguer les espéces autres P. falciparum et dans le cas d'infections mixte
Cependant elle en distingue généralement pas les formes asexuéedodaes sexuee
L’apport de la PCRhotamment LAMI tient danssa valeur prédictive négative élevée
permet par un résultat négatif d’écarter un acedsspre évolutif et de limiter largement
temps passé a la lecture des lames négatnotammentcomme par xemple en zone
d’endémie lors d’'une épidémie d’arboviroseshors zones 'dndémie quand les cas sc
rares.Les délais d’exécution actuels de la plupart deR RGrmis pour la technique LAM
ne ont pas compatibles avec le diagnostic d’urgeneeplDs, ces techniques souffrent d't
absence de standardisat(ds).

2.2.1.3. Testsimmunochromatographiques dits «de diagnostic rapide¢» (TDR).
On les décrit comme des dispositifs diagnostiquesdétection d’antigenein vitro par

immunochromatographie avec migratilatérale. lls appartiennent a dtasse ds dispositifs

médicaux reconnygar les autorités de réglementation pharmaceutigueonde entiel

2.2.1.3.1. Anatomie du test

Les TDR peuvent se présenter sc AlvEole cande

différentes formes une cassetteFigure 5), (our le sang)
Alvéole ronde (pour

la solution tampan)

5O

Source : FIND © Guide pol
I’exécution des TD

une bandelette réactive a plonger dan Fanding o sl

tube, un hybride ou une carte. -

=

Ligne de
contréle « C » [ jgne de test « T »
Figure 5- Représentation schématique d'un TDF
en cassette

A
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llIs sont composés d’'une membrane de nitrocellutagelaquelle on retrouve (Figure 6a et
Figure 5) :
% Une fenétre de test ou zone de lecture: la nithdoske a cet endroit contient des «

*

anticorps de capture » (habituellement des immugines M ou G monoclonales
d’origine animale). lls sont de deux types :
> Les anticorps spécifiques de I'antigéne cible diRTquii constituent la bande test.
» Les anticorps ciblant les anticorps marqués pacalarant (anticorps marqués) qui
constituent la bande témoin/controle.
« Une zone de dépbt pour le sang : sang dorigindlaa prélevé au bout du doigt du

patient, ou sang veineux.

X/
°e

Une zone de dépbt pour la solution tampon : a weani se trouve les « anticorps signaux
», anticorps marqués par un colorant et libres sguifixent sur I'antigéne plasmodial
recherché par le TDR formant ainsi un complexecanpis-antigene.

Dans certains tests, les agents permettant ladigseglobules rouges peuvent également
étre présents au niveau de la zone de dépot (21).

Une solution tampon accompagne le test. Elle pentenir les agents de lyse et un tampon
entrainant la migration des anticorps libres owdunplexe anticorps-antigéne jusqu’a la zone

test sur laquelle sont fixés des anticorps de captu

2.2.1.3.2. Principe des TDR
a Control line
Tesih (bound Ab)*
L*“‘” et (|W<VTJ::&|IQT\)‘
and labelled Ab
%U Bound Ab A l
| |
Nitrocellulose strip
Free labelled r |
Alhte e *Not normally visible
Buffer/
flushing agent
b O _
o Parasitized
% Parasite Ag ‘ blood
captured by
labelled Ab ._.

D4

% ¢ Ns
Y [L Captured Captured
%% %% %% 0% %% %% AL}—ldi)r:lh-:d | labelled Ab
Labelled Ab-Ag Labelled Ab Ab complex
complex captured captured by
by bound Ab of bound Ab of I .
test band control band

Blood and labelled Ab flushed along strip

Source: Bell et al. Nature reviews microbiolod®00¢|

Figure 6- Principe d'un test immunochromatographiqte.
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Phase 1 : HEmolyse et reconnaissance de I'antiggueaa I'anticorps marqué (Figure 6b)

Une fois le sang transféré dans le puits d’écHantilla premiere étape du test consiste a
mélanger le sang du patient avec un agent lysamé ¢ méme puits ou dans un puits
différent (tampon). La rupture des hématies quirésulte libére davantage la protéine
plasmodiale recherchée. L'anticorps marqué, prédans le puits ou sur la bandelette peut
alors se fixer sur I'antigéne cible et formé un ptewme antigene-anticorps.

Phase 2: Migration du complexe antigene-anticorpstede I'excés d’anticorps marqué
libre le long de la bandelette de nitrocelluloséFigure 6b)

Le sang et le tampon déposés sur la bandelettammaild puits se mélangent avec I'anticorps
marqué et sont entrainés le long de la bandelettpijaux lignes d’anticorps fixés.

Phase 3. Fixation aux lignes test et témoiifrigure 6c)

Si l'antigene est présent, le complexe anticorgggane marqué est piégé sur la ligne test. Le
reste des anticorps marqués est piégé sur la kiégmein. Si suffisamment d’anticorps
marqués s’accumulent, le marqueur coloré deviesitbie a I'ceil nu et forme une mince ligne.
La ligne contr6le est un témoin de la bonne migraties protéines plasmodiales le long de la

membrane et permet également d’attester de la boomservation du TDR.

2.2.1.3.3. Les différents types de TDR
Depuis leur développement dans le début des arztf#} le nombre de kit commerciaux
visant a diagnostiquer le paludisme n’a cessé déreret atteint aujourd’hui plusieurs
dizaines.
Ces kits different de par : i) les antigenes cibigde nombre d’antigenes recherchés, et iii)
les industriels qui les commercialisent et lesroig au point.
Les antigenes ciblés par les TDR paludisme actuelte sur le marché sont les suivants :

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

-la lactate déshydrogénase (LDH) ;

-'aldolase.
Ces protéines synthétisées par les plasmodiesdmaniifiees a I'aide d’anticorps de capture
qui ciblent des antigenes communs a plusieurs esg@lasmodiales comme I'aldolase ou la
pan-pLDH permettant d’écarter ou de confirmer lagdiostic d’acces palustre sans préciser
'espece (bande dit®an aspécifigue) ou des antigénes spécifiques d'undesespece
comme par exemple Pf-HRP2 signant un accBs falciparumou Pv-pLDH un acces B.

vivax.(Tableau 2).
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Tableau 2-Les différentes cibles antigéniques en fonction despeces plasmodiale

: pLDH
plazfrﬁ)ggg?es P-HRP2 Pf-pLDH Pan- Pvom- 5 bl Aldolase
pLDH pLDH
P. falciparum X X X ”
P. vivax X X X "
P. malariae X X X
P. ovale X X X
P. knowlesi X X

HRP2: protéine 2iche en histidine; pLDH: lacte-déshydrogénase plasmodiale; Plasmodiunfalciparurr; pan : ensemble des
especes delasmodiumPvom:Antigéne spécifique de Plasmodivivax, ovaleet malariae Pv. Plasmodiurnrvivax.

Les différents types de TDR disponibles sur le im@meuvent ét :
- Simples, a deux bandes, une contréle et une ciblaantigen,
- Combinés, a plusieurs banc
0 A trois bandesFigure 7: une bande contrble, une bande spécifique det!
une autre bande de spécificité variec Pour la détection dP.falciparumles
anticorps antPfHRP2 ou R-pLDH peuvent étre utilisés. A cette bande,
étre associée une bande non spécifique d’espemedaPar = anti-pan-pLDH
ou antialdolase), ou une spécifique d'esp¢ (ex: ant-pLDH spécifique
d’especes).
0 A quatre bandes ou l'onpeut retrouverl'association destrois types
d’anticorps :i) bande contrdle, iispécifique deP. falciparum (bandePf), iii)

non spécifique despece (bancPan et, iv) spécifique despece nc

falciparum.
malaria malaria § malaria malaria malaria
Pan/Pf Pan/Pf Pan/Pf Pan/Pf Pan/Pf
3N I 0 IS
i o = ¢ = . = ¢ =
Pan — Pan —_— Fan Pan - Pm
Pt 1 3 Pf P ¥ Pf
—_ — — - -
Négatif
- - -
1 “ Pfou mixte” Autres quePf | [ ‘ g

Figure 7- Exemple d'interprétation des TDR.
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Des criteres de choix du test adéquat ont étéidgfar 'OMS (21). Pour choisir un TDR du
paludisme approprié avant son déploiement, il thabord définir le cadre d’utilisation du
test en répondant a trois questions : quoi, ouwie? q

1) Quoi ? Quelles espéces parasitaires sont présentes etqi@bs antigenes devront étre
ciblés ?

* Infection aP. falciparumuniquement ou mixtePf et nonPf)

» Infection aPf et nonPf (espece unique)

* Infection aP. vivaxuniquement

» Présence confirmée de I'antigene ciblé chez leasjites de la zone
Les pays ont ainsi été classés en trois zones rariida de I'épidémiologie du paludisme
auxquels ils font face (21) :
- La zone 1, dans laquell. falciparumest prédominant et ou les especes fabciparum
sont a l'origine d’infections mixtes avde. falciparum(cette zone recouvre la plupart des
régions de I'Afriqgue subsaharienne ainsi que lessés terres de la Papouasie-Nouvelle-
Guinée). Il est recommandé dans ces zones d'utiiss TDR qui ne détectent qire
falciparum
- La zone 2, dans laquelle les infections Pafalciparumet nonfalciparum se manifestent
freguemment sous la forme d’infections monospéuaéi(cette zone recouvre la plupart des
régions d’endémie de I'Asie et des Amériques, y pasnle plateau des Guyanes ainsi que
certaines zones isolées de [I'Afrique, notamment Hasits plateaux éthiopiens). Il est
recommandé dans ces zones d'utiliser des TDR camsbilépistant toutes les especes et
distinguant les infectionsR. falciparumdes autres mais pas des TDR qui ne détecter® que
falciparum car cela signifierait que les sujets négatifs s@ités par la chloroquine pour une
eventuelle infection &. vivax au lieu d'étre reconnus comme n’étant pas des eas d
paludisme.
- La zone 3, dans laquelle ne se produisent quéinéextions par des especes Haltiparum
(principalementP. vivax dans certaines régions de I'Asie orientale, desiBAcentrale et
d’Amérique du Sud et ailleurs, dans des zones dtsimateaux). Il est recommandé dans ces

zones d'utiliser des TDR qui ne détectent que $peees présentes.

2) Ou ? - Expositions a de hautes températures (exemmiéieu tropical, dans ce cas les
TDR basés sur P-HRP2 sont les plus adaptés csorilisthermostables) ou environnement a

température contrélée y compris pendant le trangpde stockage.
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3) Qui ? Personnel mettant en ceuvre les TDR : personnkhaeatoire ou agents de santé

hors laboratoire.

Compte tenu du nombre important et croissant deckimmerciaux développés, 'OMS a mis
en place un systeme d’évaluation standardisé désrpences des kits de maniere a aider les
décideurs de santé publique a choisir le meillest €n fonction de ses performances et de
I'épidémiologie du paludisme dans la zone.

En pratique, pour évaluer et comparer l'efficaciés différents tests de diagnostic rapide du
paludisme disponibles sur le marché I'OMS intervigar le biais de son programme
scientifique collaboratif pour la recherche etdanfation concernant les maladies tropicales
(aussi appelé TDR) et la Fondation pour l'innouatien matiére de nouveaux produits
diagnostiques (FIND). Ainsi un programme d’évaloatdes TDR a été lancé en 2008. Les
résultats des évaluations constituent désormdsda des critéres d’achat des kits et de leur
éligibilité ou pas a des financements majeurs tte keontre le paludisme (Fond Mondial de
lutte contre le sida, la tuberculose et le paludishes gouvernements nationaux et les
organisations non gouvernementales...). L'évaluatsh destinée a fournir des données
comparatives sur les performances des lots de ptiodude chaque produit soumis. Seuls
sont recommandeés les produits réunissant les qoateees de performances suivant : i) un
score de détection sur le panelRlgalciparum(200 plasmodies/ul) supérieur a 75% ii) idem
pour P. vivax,iii) un taux de faux positif inférieur a 10% et) iun taux de tests non valables
inférieur a 5%. D’autres aspects comme la facii®mploi et la stabilité thermique sont

également évalués.

Pour faire le choix du bon kit en prenant en comipteés ces aspects, les programmes
nationaux ont a leur disposition un guide intefattis en ligne par I'organisation FIND sur

son site internet :

(http://www.finddiagnostics.org/programs/malariadi activities/product testing/malaria-rdt-

product-testing/

Ces évaluations régulieres ont également pouss@dastriels a développer des tests de plus
en plus robustes et sensibles. Elles sont le malesiprogrés généraux dans la qualité et la
fiabilité de ces derniers. Le dernier programmevaléation, série 7 (2015-2016) vient d’étre

publié (22). En plus des performances détermirgssdes tests, il est important de se référer
aux études de terrain menées sur les populatioresifsres locales concernées qui ont
permis de définir la sensibilité et la spécifictés kits en situation et de tenir compte de

'expérience d'utilisation acquise dans le payscawné.
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Pour revenir aux protéines plasmodiales ou cibigéniques, a savoir la PfHRP2, la pLDH
et l'aldolase, elles sont produites au cours duecge développement des plasmodies chez

I’'H6te humain (Figure 8).

Mosquito

Salivary

Liver

HRP2, pLDH and
aldolase production
increases from ring
stage to trophozoite

Male
gamete

Asexual
reproductive
stages

@ ‘—/ Gametocytes
5
Trophozoite Im "\C)

Mature @ 2
pLDH, aldolase Source: Bell et al. Nature reviews microbiolc- 200€

Female
gamete

Figure 8- Résumé des stades synthétisant les difééites protéines plasmodiales recherchées par lestte
de diagnostic rapide.

= L’aldolase: une protéine pan-plasmodiales (commune toutes les especes de
plasmodies)

L'aldolase est une enzyme clé du cycle du glucasenmune aux cing espéces de

Plasmodiumcontaminant 'Homme. L’aldolase est retrouvée dassmembranes des stades

schizontes. Il n’a pas été observé de soucheséaurataces d’aldolase. Cet antigéne commun

aux cing especes ddasmodiumest une cible détectée par certains tests de abtigmapide

et combinée a la recherche d’'un antigéne spécifiiglre falciparum

Une des limites de ce type de test mise en évidpaceplusieurs études est sa réactivité

frequemment mise en défaut pour détePtenvaleet sa sensibilité modérée dans la détection

deP. malariaealors que sa capacité a déte&efalciparumetP. vivaxestbonne (17).

A noter qu'une aldolase spécifiqgue @R vivax (iso-enzyme) est utilisée par quelques

fabricants de TDR (16).
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= La p-LDH: Protéine lactate déshydrogénase plasmodie: une protéine pan
plasmodiale mais pas que

La Plasmodiumlactate déshydrogénase est une enzyme présertdothes les plasmodies
humaines. Cette enzyme qui est la derniere enzympéguée dans le cycle du glucose est
synthétisée par les stades érythrocytaires asetle€s gameétocytes matures.
Les isoformes des lactate-déshydrogénases plasemgeuvent étre différenciées des LDH
humaines par leurs épitopes antigénigues ainsieguig caractéristigues enzymatiques.
Cela a été démontré poRr falciparum P. malariag P. ovaleetP. vivaxqui synthétisent des
isoformes de pLDH avec des épitopes propres a ehesjpece et des épitopes communs aux
différentes especes permettant ainsi leur déteg@oranticorps monoclonaux spécifiques de
chaque espece ou commun.
Les études geénétiques ont montré que le géne gi.ldd est constitué de séquences
conservees entre les espéces et de séquencedegmeiatte especes, voire entre sous-especes:
ces variabilités expliquent I'efficacité variable th détection de la pLDH selon les especes
pour un méme anticorps monoclonal.
La pLDH est produite par des parasites viablescBaséquent sa recherche peut étre utilisée
pour suivre l'efficacité d’un traitement anti paigde (17).
Il existe des isoformes spécifiques d’espéce(snptaliale(s) :

* lalactate déshydrogénase spécifiqu® deivax(pLDH-Pv)

* la lactate déshydrogénase spécifiqu® dialciparum(pLDH-Pf)

* la lactate déshydrogénase spécifiqueRdevivax P. ovale et P. malariae

(pLDHPvom)

Les limites des tests ciblant ces protéines sane:diminution de sensibilité avec les faibles
parasitémies et des réactions croisées entre pLDetHP. knowlesi

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

PfHRP2 est une protéine soluble de 30kDa, stalidechaleur, synthétisée uniqguement par
Plasmodium falciparuna tous les stades érythrocytaires et par les gaytés jeunes. La
protéine est libérée lors d'une rupture du schezehse trouve donc dans le sang de I'individu
infecté (Figure 8). Le role exact de cette prot@seinconnu mais elle semble agir comme
une heme polymérase qui détoxifie 'hneme libre ésda la dégradation de I’hémoglobine de
I’héte en hémozoine inactive (pigment malariquejsda vacuole parasitophore (17).

Cette protéine, codée par le géaflerp2 situé dans la région sub-télomérique du chromosome

8 (Figure 9), contient de multiples réepétions ddifna’acides aminés composeés d’histidine
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et d’alanine formant des motifs standard tels guéHAHHAAD (type 2) et AHHAAD (type

7). Ces motifs induisent une grande variabilitdalprotéine et permettent la détection de la
protéine par de nombreux anticorps différents 223, Les TDR basés sur P-HRP2 ont pour
avantages d’avoir une bonne sensibilité et sp@éfourPlasmodium falciparunet d’avoir
une meilleure stabilité thermique. En 2010 Ba&erl décrivent un grand polymorphisme
dans la structure du gepéhrp2 mais concluent que la diversité protéique assowégemble
pas étre une cause majeure de variation de sétgsdes TDR (24).

0 400 800 1200 1400 (pb)
1 ] l ]

|
Chromosome 8

[ ] | Exon 2 |
Exon 1 > €

Figure 9— Représentation schématique du gempghrp2.

De plus, il est décrit une corrélation positivereria concentration de cette protéine dans le
sang, la densité parasitaire et la sévérité clmi(fiB). Ainsi, Pf-HRP2 pourrait étre utilisée
comme biomarqueur de la sévérité/gravité d'un agquasstre (25). Cependant elle reste
circulante longtemps apres la mort/disparition gasasites. Ainsi les TDR basés sur Pf-
HRP2 ne peuvent donc pas étre utilisés dans le slaivl'efficacité thérapeutique des
antipaludiques car la protéine persiste jusqu'aj@8s dans le sang périphérique apres
I'élimination du parasite (23).

Par ailleurs, ces tests ont plusieurs limitesxite des réactions croisées avec la protéine Pf-
HRP3, qui a une composition en acides aminés prahd’f-HRP2 pouvant donc étre
reconnue par les anticorps anti-Pf-HRP2. En cderle parasitémie, I'excés d’antigéne peut
entrainer un résultat faussement négatif ou faibtgnpositif, appelé effet prozone. Ce
phénomene est di a la saturation des anticorps $eela membrane, par I'exces d’antigenes
libres entrainant un défaut de capture des complarégenes - anticorps marqués et donc un
défaut de détection (23). Enfin, les programmegyalié@tions et certains auteurs ont décrit
une absence totale ou partielle de production ged&ine PfHRP2 par certains isolatsRle
falciparumdue a une délétion du gepéhrp2 codant pour cet antigene (26, 27). Ainsi, lors
d’'un acceés palustreRa falciparumimpliquant des parasitelétés au niveau du gepiarp2,

le risque est d’étiqueter a tort 'acce® avivax Le patient serait alors traité par chloroquine
alors que dans certaines zones, des parasitesanésiexistent (20 & 30% de parasites

chloroquino-résistants sur plateau des Guyane$) (28
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Du fait de I'existence de tels parasites a I'éehationdiale et compte tenu de l'impact en
termes de santé publique et de prise en chargapbééme a retenu I'attention de 'OMS. En
effet, pour sa huitieme série d’évaluation des TDBMS a choisi d’ajouter des souches
délétées pour le gemdhrp2 et de tester parmi les 35 TDR en évaluation, gécsiques de

P. falciparumnon basés sur Pf-HRP2 (29). L'OMS recommande aussi surveillance
attentive de la prévalence des parasites délétégoras d’endémie. Pour ce faire, les
procédures standardisant cette surveillance détrias étapes : i) établir une preuve initiale
de la présence de parasites délétés, ii) étaldirconfirmation de la délétion chez les isolats
en question, iii) établir la prévalence des paeasitélétés dans la zone donnée (27,30,31). La
confirmation de la délétion doit se faire au niveggmétique en analysant les deux parties du
genepfhrp2 la jonction exon 1-2 et I'exon 2, ainsi que sénap adjacents sans plus de
précisions sur la partie du gene adjacent a amalifseanalysant ces deux parties du gene
ainsi que les genes adjacents, il est possibladetériser 'ensemble des délétionpttep2

et plus particulierement les points de cassure dargenome définissant I'extension des
régions délétées (27). Les points de cassuresusmspréférentiellement dans la partie amont

du gene, au niveau de la région subtélomériquénchnmosome 8 (Figure 10).

Partial pfhrp2 deletion

\I5féb'7;08§__1900 pfhrp2 Pf3D7_0831700

pffirp2 Pf3D7_0831700

pfhrp2 Pf3D7_0831700

Entire pfhrp2 deletion

Pf3D7_0831900 pfhrp2 Pf3D7_0831700

Source:Chena eal.MJ-2014 (27

J Breaking point [ Exonl
™\ Intron
l Re-joining e &

Figure 10- Points de cassures sur le chromosome 8.
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Compte tenu de la cross-réactivité de la protéindRP3 avec les TDR basés sur Pf-HRP2,
du fait de la présence entre autres des motifs2ldatns les deux protéines, il est également
demandé d’étudier la jonction exon 1-2 et I'exord2 genepfhrp3 ainsi que ses génes
adjacents. D’autres analyses génétiques sont égatamequises, au minimum I'amplification
de deux génes présents en monocopie dans le gawkefalciparumpour s’assurer de la
gualité de I'ADN analysé et de I'absence de faugatié de ce fait. La confirmation au niveau
protéigue de I'absence d’antigéne Pf-HRP2, par giw&d ISA ou par une deuxieme marque
de TDR, est optionnelle (31).

Enfin, les activités d’enquétes et de surveillatheda prévalence des parasites délétés doivent

d'abord cibler les pays ou des délétions ont &tifiees, ainsi que les pays frontaliers.

2.2.1.3.4. Epidémiologie des parasites délétés pour les genpdbrp2 et 3

,,,,,

donné. En effet, dans la région de Loreto, au Pansazonien, 41% de parasites délétés pour
le genepfhrp2 70% de délétion pour le gepéhrp3 et 22% de parasites doubles délétés sur
148 isolats sélectionnés ont été mis en évidenice 2003 et 2007 (26).

Depuis, plusieurs études ont été conduites en Amérdu Sud de maniere a caractériser la

zone de circulation de ces parasites délétés (aalde
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Tableau 3- Prévalence des délétions des gepdlsrp2 et pfhrp3 chezPlasmodium falciparumen Amérique du Sud.

o ) ‘ig Pfhrp2 Pfhrp3 % double .
Pays Régions Années 9] o o déléti Références
5 | % délétion Exon PCR 1% délétion Exon PCR eletion
Loreto et Piura 1998-2001 92 21% Jonction 1-2 Nichée ND ND (32)
Loreto 2003-2005 96 41% Jonction 1-2 Nichée ND ND (32)
Jonction 1-2 Simple Jonction 1-2  Simple
PEROU Loreto 2003-2007 148 41% ; T 70% . e 22% (26)
Exon 2 (9 isolats Nichée Exon 2(9 isolats) Nichée
Jonction 1-2 Simple
Loreto 2010-2011 74 26% Erors Nichpée 46% Exon 2 Simple 26% (33)
Cordoba, Valle del Cauca, Narinc 1999-2001 100 18% Jonction 1-2 Nichée 52% Jonction 1-2  Nichée 13% (34)
COLOMBIE Amazonas, Guaviare, Meta  2003-2010 253 6% Jonction 1-2  Nichée 42% Jonction 1-2  Nichée| 6% (35)
CA;JL:O;”@rﬁgogtgl?gfedzfaiﬁ 2011-2012 112 0% Jonction 1-2  Nichée | 45% Jonction -2 Nichée! 0% (35)
Jonction 1-2 Nichée
Para 2011-2012 59 0% Exom 9 Nichée 51% Exon 2 Nichée 0%
. Jonction 1-2 Nichée .
BRESIL Rondénia 2010-2011 60 3% Exon 2 Nichée 18% Exon 2 Simple 3% (36)
Jonction 1-2 Nichée .
Acre 2012 79 32% Exon 2 Nichée 38% Exon 2 Simple 27%
Jonction 1-2 Nichée .
BOLIVIE Beni 2010 25 4% Exon Nichée 68% Exon 2 Simple! 0% (36)
HONDURAS Puerto Lempira 2008-2009 68 0% Jonction 1-2 Nichée 44% Jonction 1-2 Nichée 0% (37)
Jonction 1-2 Simple ;
GUYANE Totalité 2009-2011 221 0% Exon s Sim;e 5% Exon2 Simple: o (38)
SURINAME ~ Far@ Br‘;ﬂk;’r%?lc}?noe' Sipaliwini, - 5449 5017 78 14% Jonction 1-2  Nichée 4% Jonction 1-2  Nichée'  2,6% (39)
Barima-Waini, Cuyuni-Mazaruni,
GUYANA hotaro-Siparuni, Essequibo Islanc 551 o7 0% Jonction 1-2  Nichée 0% Jonction 1-2  Nichée! 0% (39)

West Demerara, Upper Demerar:
Berbice

ND : Non déterminé.
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Figure 11- Locdisation des parasites délétésour les génepfhrp2 (en vert)et pfhrp3 (en orangegt des
parasites doubles délétégen rouge)

En résumé, ces parasites délétés semblent étrenpgén Ameérique du Sud essentiellen
au niveau de la région amazonienne ouest, au Péroolombie et au niveau de I'é
brésilien d’Acre (Figure 11 Leur prévalence peut atteindre 41% et semble farctians le
temps. Dans ces régions, un nombre conséquentrdsitpa doubles délétés (pour les ge
pfhrp2 et pfhrp3 a également été s en évidence (Tableau 3).

Cotée est amazonien incluant le plateau des Guyiseul au Surinamdes parasites délét
pour le génegfhrp2 entre les anées 2009 et 2011 ont été observés a la propatgohd %
(n=78). Aucune délétion n'a été observée en Guyanau Guyana autour de I'année 2I
(Tableau 3).

Dans le reste du mondeyrde continent asiatique, peu de parasites dét#teété décrits. Un
faible prévalence des délétiopfthrp2a été rapportée en Inde (2,4%, n=36/15(40) et a la
frontiere Chine-Birmani¢41).

Sur le continent africain, les premiers parasitélgetds pour les génpfhrp2 ont été décrits

dans les années 202P413 dans l'ouest africain, au Mali et au Sénégatain: prévalence
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d’environ 2% (Figure 12(42,43. Depuis, des parasites délétés ont été rapportési’dande
'Afrique, avec des prévalences faibles entre 1en Ouganda (n=25/149(31) et 1% au
Rwanda (n=32/3291) (44De plus fortes prévalences pouvant ade 6,4% en Républigt
Démocratique du Cong(5s) et jusqu’a plus de 9% en Erythrée (46)t également été
décrites. Dernierement, de nouveaux cas de pamasltdétés ont été rapportés

Mozambique, au Kenya ou encore au Bangla(31).

Source: OMS-2017 (31

Figure 12- Pays d'Afriqgue ou des cas de parasites délétés
pour pfhrp2/3 (en orangepnt été rapporteés.

Que ce soit en Amérique du Sud ou en Afrique, nhlslerait que ce phénomene d’appari
de parasites délétés soit un phénomene dynamiqiieiciue dans le temps et qui impose |
surveillance constante dans les zones ou les destdiagnostic rapide sont utilisés p
diagnostiquer le paludismé&ette surveillance doit se faire selon le protocuidblié pat
'OMS afin d’estimer la prévalence des délétipfhrp2/3parmi les échantillons de patiel
ayant présenté un acces palustP. falciparumet ayant un TDR faussement négatif. Dan
guide, 'OMS définit également les effectifs minims requi lors de cette surveillan (47).
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3 EPIDEMIOLOGIE et DIAGNOSTIC DU PALUDISME SUR LE
PLATEAU DES GUYANES

Le plateau des Guyaneenstitue une région Amérique du Sudbordée sur la cbte nc-est
par l'océan Atlantique Higure 13). Il s’agit d’'une formation géologique formée
Précambrienl y a entre 2,5 et 1,9 milliard d’années. Elle igente un des plus ancie
massifs géologiques toujours visibles sur la pneamposé d'imposants plateaux daltiti
(48).
Le plateau des Guyanes s’étend sur cing pays, st@mees :

- le Venezuelgétats de Bolivar et d’Amazon;, ou le plateau est délimité au nord

'Orénoque ;

- le Guyanaancienne Guyane britannigou anglaise ;

- le Surinameancienne Guyane néerlandaise ou hollan ;

- la Guyanegdépartement francais d’ou-mer ;

- le nord du Brésilétats d’Amapa, Roraima et une partie du et de ’Amazona,

délimité par '’Amazone.

N
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Venezuela

{ ceorgetown

A e
- Guyane =~ =)
/ \, (France) &
- ) 7 dl
/

o I E
e > ‘& &8 suriname
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-
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Figure 13- Carte du plateau des Guyanes.

Le plateau des Guyasecompris dans le monde amazor contient le plus grand ensem|
de forét tropicale primaire continu et intact au nae. Il constitue ainsi une zo
géographique au fort potentiel écologique danstta kcontre le réchauffement climatique,
fait de son énorme capacité a capter le cde de carbone. Il contient également pres de
des réserves d’eau douce du monde, et constituezane extrémement riche pour
biodiversité (flore et faune) st caractérisé par son endémisme végétal abogdaat pu
évoluer au sein de ce paysacéologique relativement peu affegp@r les perturbatior
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naturelles a grande échelle. Cette région est @& @articulierement riche en ressources
naturelles, parmi lesquelles on note le pétrotw, dt le diamant, mais aussi I'aluminium, la
bauxite, le manganese, le fer, le cuivre et le aligd9). Cette richesse a généré une
importante exploitation miniére dans cette régiamhausse du cours de I'or dans les années
1990 a multiplié par 60 la production annuelle dsor le plateau des Guyanes (50). En
Guyane, la quantité d'or extraite illégalement almqnnée est 5 a 10 fois supérieure a celle
produite |également et ce sont six a dix millespenes, originaires principalement du Brésil
appelés garimpeiros, qui travaillent illégalemantus de 600 sites différents (51).

Ces exploitations miniéres induisent un contexterennemental propice au développement
des Anophéles et a la transmission du paludismé, garticulierement du paludismePa
falciparum Ainsi, sa prévalenceur le plateau est élevée (entre 30 et 45%) coraparé

forte prévalence delasmodium vivaxlans les autres régions sud-américaines (52, 53).

3.1 Epidémiologie et diagnostic en Guyane

Entre 2016 et 2017, le nombre d’accés palustremnsds était en nette augmentation passant
de 258 accés palustres en 2016 a 597 en 201 4rswiincidence de 2,3 %o0. La proportion
d’acces palustres dus R. falciparumy était respectivement de 28% et 12% (54). La

transmission du paludisme en Guyane peut se resudaux facies épidémiologiques.

» des foyers de transmission sporadique et dits echtdnes » dans certains villages

situés autour de St Georges de I'Oyapock et le thnilaroni (55),

* une transmission élevée et supposée constante cgat@snes zones orpaillées du
centre de la Guyane. Ainsi la derniére étude ea datzone orpaillée a inclus entre
janvier et juin 2015, 421 orpailleurs, majoritairemh des hommes (70,6%), brésiliens
(93,8%). La prévalence du portage de plasmodiesrmdétiée par PCR était en
moyenne de 22,3% (e [18,3-26,3]), a 84% asymptomatique. Les especes
identifiées étaient principalemeRt falciparum(47,9%),P. vivax(37,2%) et a plus
de 10,6% des co-infectiofalciparumvivax (52). Cette transmission est d’autant plus
difficile & contréler que les populations concemégvent clandestinement sur le
territoire et dans des zones trés reculées ayant do acces limité aux soins. Ces
populations sont par ailleurs trés mobiles entse diéférents pays du plateau des
Guyanes (56).

44



ois Sauts
Source : ARS de Guyane 20[L7

Figure 14- Risque de paludisme en Guyane.
En jaune: risque faible de transmission,
chimioprophylaxie recommandée au cas par
cas. En orange :risque fort de transmission,
chimioprophylaxie impérative.

Le plan de contréle du paludisme en Guyane (201BPMhis en place par I'ARS a pour buts
de diminuer la morbidité et la mortalité liees aludisme et d’écarter le risque d’émergence
de résistances et d’épidémies par une réductiofindedence a moins de 1 cas pour 1000
dans chaque localité de Guyane. Pour ce faire, @x&g stratégiques ont été envisages i)
renforcer la surveillance épidémiologique et entlmgigue, ii) renforcer la prévention et la
lutte anti vectorielle, iii) soigner et accompagsar I'ensemble du territoire, iiii) développer
coopération transfrontaliere a I'échelle du platdas Guyanes et en optimisant la remontée
des données annuelles a 'TOMS (57). Le troisieneedexce plan de lutte vise a favoriser un
diagnostic de qualité dans des délais raisonnabldenner I'acces a des soins de qualité et a
garantir 'accés a une prise en charge adaptéeusnpbints du territoire. En effet, la Guyane
est un vaste territoire présentant, dans certaioess, une faible densité de population et des
infrastructures de transport limitées. Ainsi, déSiatltés et inégalités d'acces aux soins
existent.
Concernant le paludisme, les structures de diagnestt les suivantes :

- Laboratoires de biologie médicale privés ou ho$ipiapublic sur le littoral. Dans ces

laboratoires, de ville ou hospitaliers, la micrqgieodevrait rester la méthode de
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référence méme si les techniques de biologie mialéeucommencent a faire leur

apparition tout comme les TDR en complément diatitios

- Centres délocalisés de prévention et de

¥ _awala Yalimapo

soins (CDPS). Ces centres SONt ..o

Océan
atlantique

bY

rattachés a I'Hopital de Cayenne et
permettent un maillage sanitaire de tout
le territoire (Figure 16). lls sont aingi
situés essentiellement dans lintérietir
ou sur le littoral dans les zones qui e
nécessitent. lls sont au minimum dotes
d’'une infirmiére et parfois de meédecinssumwe

généralistes et d’aides-soignants. Sur

BRESIL

les 17 centres que compte la Guyanef

@ centre hospitalier
@ cOPS médicalisé 24h/24

sont accessibles par la route, les 9 auf

@ COPs medicalisé en

discontinu

© Consultation délocalisée
effectude par le CDPS.

O Centre de PMI

xm) 100

. Semree : coordination déé CDPS’ alrpl-TAR_qu

sont uniquement accessibles par avi

et/ou pirogue (3 sont uniquemenmnt

accessibles par pirogue). Figure 15- Répartition des centres délocalisés de
prévention et de soins en Guyane.

Dans les CDPS, les TDR du paludisme sont les odidgnostiques les plus adaptés. lls
permettent un diagnostic de qualité dans un dé&msonnable dans un contexte ou les
infrastructures sont variables et parfois sommadtds personnel renouvelé régulierement.
Depuis 2011, c’est le TDR combiné SD Bioltheg. Pf/Pan recherchant les protéines Pf-
HRP2 et pan-pLDH qui est utilisé. Les performandesce TDR ont été évaluées : p&ur
falciparum,sensibilité de 96,8% et spécificité de 98,8%, etrpt vivax,sensibilité de 86%
et spécificité de 99,6% (38). Une des limites detest est qu’il ne différencie pas les
infections mixtes des infections R. falciparumseul. Une autre limite est le risque de
méconnaitre un accéska falciparumsi le parasite est délété pour le ggxfierp2 Ainsi le
patient serait traité a tort comme un acc®s @vax.Pour limiter ce risque, une surveillance a
été mise en place par le laboratoire hospitaloarsitaire de parasitologie-mycologie
(LHUPM) de I'H6pital de Cayenne et le CNR du pakrde. Elle consiste a associer a tous les
TDR positifs diagnostiqués dans les centres deeséiehvoi d’'un tube de sang prélevé sur
tube EDTA pour la réalisation d’'un examen microsgop complémentaire. Ainsi en 2016,
54% des accésR falciparumont été diagnostiqués dans les CDPS et 68% d’eatne®nt

pu étre confirmés microscopiquement. Concernantdééstions du gengfhrp (cf §2.2.1.3.4)
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aucun arasite délété pour le gepfhrp2 n'a été retrouvé lors d’une étude menée sur
isolats collectés en 2009 et 2010 et seulement &fadasites présentaient une délétion |
le genepfhrp3(38).

En 2017, sept CDPS ont diagnostiqué des cas dalipale aP. falciparun: 55.6% a
Maripasoula, 27,8% a Saif@eorges de I'Oyapock, 5,6% a Apatou et 2,8% a Candypnd
Santi, Régina et Taluen. Maripasa concentre a lui seul plus de 50% de ces ¢58).

3.2 Epidémiologie et diagnostic au Guyan

Le Guyana ou ex Guyane anglaise compte une populdé plus de 700 000 habitants, ¢

la plupart réside, comme en Guyane, sur une étraitele cotiée.

Selon 'OMS, 12367 cas de paludisme et 13 décés ont été recemgegyana en 20 (59).
Plasmodium falciparura été observé dans 40% des cas, le reste étabti@thPlasmodium
vivax (60%). La transmission du paludisme est présentetaut le territoire guyanier
Cependant elle est majoritairement mise en évideiaos les régions forestiéres intériet
des états de Barim&fini (région épidémiologique n°l), Cuy-Mazaruni (région
épidémiologique n°7) et PoteSiparuni (région épidémiologique n°&igurel6). Ces zones
sont populaires pour les travailleurs immigrés amsan de l'extraction de l'or des

exploitations forestiéres (39).

Confirmed Pf cases per

BarimaWaini — 1000 population
FESEEEES Essequibo islands 8
Bolivarian west Demerara
Republic of 3 G-al

CuyuniMazarun| 7/ -1
1-10
Si 8 10- 50
PotaroSiparun Suriname é'e."‘r 0
uianz
50-100
Francej - )
= 100
Brazil o
Upper Takut- insufficient data
Upper Essequik Source : Rapport OMS 201759) notapplicable

Figure 16-Incidence des cas de paludismePlasmodium falciparumau Guyana en
2016 par région épidémiologique.

Pour lutter contre le paludisme, le Guyana recoisautien financier du Fond Mondi(2).
La microscopie y reste I'outil diagnostic de réfeze. Avant 2016, les TDR étaient emplo
de maniére sporadigue et non homogéne dans laus@cieé. Depuis 2016, le TDR combi
CareStart™ Malarid@f/Pv basé sur les protéinPf-HRP2 etPw-pLDH est ttilisé. Ce test a
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éte évalué dans le Round 7 de 'OMS avec de bamesde détection sur le panel, 89% p
P. falciparuma 200 plasmodies/ul et 100% poP. vivax ainsi qu’une bonne stabili
thermique (22)Les limites de ce test si: i) 'absence de détection des acces palustP.

malariae et, ii) I'absence de détection d’acceés palustP. falciparumdélété pour le ger
pfhrp2 Aucun parasite délétés au niveau des gpfhrp2/3n’a été retrouvé ¢ 2010 (cf.
§2.2.1.3.4) (39)Toutefois les contrdles de qualité de ce test s&temoins satisfaisants g
prévu, une évaluation des performances du TDR Gail® Pf/Pan en situation est donc

cours (communication personnelle Programme de @entdu paludisme Guyan

3.3 Epidémiologie et diagnostic a Venezuela

Le Venezuel@ompte plus de I millions d’habitants vivant majoritairement dansnierd du
pays, sur le littoral (60)La transmission du paludisme se produit surt@ns les états du
sudest du Venezuela, frontaliers avec la ColombieBiésil et le Guyar : Amazonas et

Bolivar (Figure 17).

Confirmed Pf cases per
1000 population
(]
0-0.1
0.1-1
1-10
Bolivar Guyana 10- 50
Colombia - 30-100
, > 100
Amazonas -
b insufficient data
Brazil _
Source : Rapport OMS 201757) not applicable

Figure 17-Incidence des cas de paludismePlasmodium falciparumau Venezuela en 201

Ces régions isolées et faiblement peuplées sowmuvectes de forét tropicale humide
correspondent a la partie vénézuélienne du bougliganais Les popuations autochtones
vivant dans es régions sont les plus touchées ainsi que lesllerps souvent illégaux et i
personnes vivant a proximities mines (2)Depuis plusieurs années, le Venezuela trav
une crise politique, économique et sociale sansepignt qui a entrainé une défaillance ¢
le systeme de contréle. Ainsi des pénuries deetrahts antipaludiques ont des conséque

dramatiques & l'incidence du paludisme. En effet, alors queVienezuela était le pa
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précurseur en matiere de contréle du paludismeifiéeDMS en 1961 comme le premier
pays a avoir éradiqué le paludisme dans ses rétgensus peuplées), il est désormais le seul
pays d’Amérique (excepté Haiti mais dans des ptapm moindres) a connaitre une
augmentation de I'incidence du paludisme (+205%eeR000 et 2014). Depuis trois ans, la
situation ne fait qu’empirer puisqu'en 2016, 'OM8censait 240 613 cas de paludisme.
Plasmodium falciparungétait impliqgué dans 25% des cas, le reste étaribwdt aP. vivax
(75%). L’augmentation du nombre de cas de paludisnm&é observée dans les régions
endémiques mais touche également des zones aupaiade@mnes et non endémiques.
Comme dans les autres pays du plateau des Guyampaddisme affecte particulierement les
régions miniéres, ou les hommes travaillent le posivent illégalement. Ces hommes
mobiles sont le relai de la transmission du pahadigians les villes. Les cas de paludisme
chez les mineurs vénézuéliens représentaient envifdo des cas totaux du pays (53).
Finalement au Venezuela, aucune étude de préval@mcearasite delété pour les genes
pfhrp2/3 n'a été faite. En effet, le diagnostic du paludisdans ce pays est réalisé par un
réseau de microscopiste compétent et performarger@@ant avec I'épidémie actuelle que
subit le pays, ce réseau est débordé et un en20@@00 tests rapides a éteé effectué en 2017
pour palier a I'engorgement des structures de @istimn par microscopie (communication

personnelle PAHO).
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OBJECTIFS

De nombreux parasites délétés au niveau des gémge et/oupfhrp3 circulent dans I'ouest
de '’'Amazonie et 14% de parasites délétés pouetregfhrp2 ont été décrits au Suriname,
sur le plateau des Guyanes (33). En raison desnfigratoires qui existent au sein de cette
région, de la place des TDR dans la stratégie detgue des pays, une surveillance accrue

de ces parasites délétés est nécessaire.

Dans un premier temps, I'objectif de ce travaiitéda mettre en place un panel de technique
permettant le diagnostic et I'identification robeistePlasmodium falciparundélétés pour les
genegpfhrp2et/oupfthrp3.

Dans un second temps, ces techniques ont étééaslipour étudier rétrospectivement la
prévalence des parasites délétés au niveau des p#np2 et pthrp3 sur le plateau des
Guyanes, en particulier en Guyane, au Guyana ®¥eaezuela entre 2014 et 2017. Enfin, le
profil protéique de Pf-HRP2 dans cette région aaéadysé a travers I'étude des séquences de

'exon 2 du géengfhrp2

50



MATERIELS

1 Souches de référence et gamme de dilution
Pour mettre au point des méthodes d’amplificatiffitaces, un panel d’extraits d’ADN de
souches de référence Béasmodium falciparun3D7, 7G8, Dd2, D10 et HB3 et de souches

de Plasmodium vivaont été utiliséesCes souches sont caractérisées au niveau des genes

pfhrp2 pfhrp3et des genes adjacents amont et aval (Table@6)) (

Tableau 4- Profil génétique des souches de référanc

Souches| MAL7P1.23( Pfhrp2 MAL7P1.22d MAL13P1.485 Pfhrp3 MAL13P1.475
Exon 1-2 Exon 2 Exon 1-2 Exon 2
3D7 + + + + + + + +
7G8 + + + + + + + +
Dd2 - - - - + + + +
D10 - + - + + + + +
HB3 + + + + - - - -

Pour déterminer les meilleures conditions d’amgdifion et la sensibilité des PCR mises au
point, des gammes d’ADN extraites a partir de 20@g¢tlsang total ou d’'un papier buvard

contenant un nombre drRe falciparumconnu ont été utilisées.

Tableau 5- Gammes de dilution d€lasmodium falciparumtestées.

Sang Buvard
Gamme B (parasites/uL (parasites/uL
d’extrait) d’extrait)
Point 1 1000 200
Point 2 500 100
Point 3 100 20
Point 4 50 10
Point 5 10 2
Point 6 5 1
Point 7 1 0.5
Point 8 0.5 0.1
Point 9 0.1
2 Isolats étudiés
Au total, 605 isolats ont été étudiés (Tableau 6)
Tableau 6- Matériel biologique analysé.
Pays Effectif (n) Type d'isolats Année de collection
Guyane 230 Sang veineux sur tube 2014-2016
Guyana 298 Sang capillaire sur papier buvard 2016
Venezuela 77 Sang capillaire sur papier buvard 2200111
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Les parasites de Guyane ont été collectés au Ceatrenal de référence (CNRour le
paludisme péle zones endémiques de l'Institut Baste la Guyane, dans le cadre de la
surveillance du paludisme en Guyane. Parmi ces i&8ats, 188 ont été collectés par
dépistage passif et 42 par dépistage actif. llsésmtaient 66% des isolats Blefalciparum
déclarés aux autorités sanitaires guyanaises sysétede. Bon nombre d’entres eux
provenaient de personnes contaminées en zonefiégpdentre 34 et 45%).

Sur les 298 échantillons analysés en provenandduwyana, 91 provenaient de la région de
Barima-Waini (1), 91 de la région Potaro-Sipar@)i (07 de la région Cuyuni-Mazaruni (7)
7 de la régiod’Essequibo islands west DemeréBa et 2 de la région d’Upper Takutu-Upper
Essequibo (9)Les échantillons que nous avons sélectionnésepedent tous de patients
symptomatiques. Les parasites du Venezuela ont o@iéectés chez des patients
symptomatiques diagnostiqués dans les états d’Ansazet de Bolivar suite a un examen

microscopique.
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METHODES

1 Extraction d’ADN

Pour les prélevements de sang veineux prélevaibarEDTA originaires de Guyane, 'ADN

a été extrait & partir de 2Q0 de sang total a I'aide du kit Qiagen QIAafmgonformément
aux recommandations du fabricant.

Pour les prélevements sang capillaire déposésagiempbuvard en provenance du Guyana et
du Venezuela, quatre confettis d'un diametre de 3rant été extraits selon les
recommandations des fabricants grace au systemMR&f" de chez AppliedBiosystems™
pour les isolats du Guyana et au kit QIANPNA mini kit de chez Qiagen pour les isolats du

Venezuela.

2 Mise au point du protocole d’analyse

2.1 Développement des techniques de PCR classiques
Un panel de techniques permettant de mettre ereéeidces parasites délétés en suivant les
recommandations de 'OMS a été mis au point erapade ce qui était préecédemment publié
(26, 27, 37) et disponible au laboratoire (38).sklurs PCR ont été mises au point et
optimisées de facon a analyser différentes paitiggenome des parasites :

- lajonction exonl-2 du génghrp2

- I'exon 2 du gengfhrp2,

- le gene adjacent en amontpfarp2 MAL7P1.230,

- le géne adjacent en aval piéarp2 MAL7P1.228,

- lajonction exonl-2 du génghrp3

- I'exon 2 du gen@fhrp3

- le gene adjacent en amontpfarp3 MAL13P1.485,

- le gene adjacent en aval piiarp3 MAL13P1.475.

Au total, 14 PCR ont été testées et mises au psayt PCR simples et sept PCR nichées.
Le mélange réactionnel d’amplification prét & I'doip< 5x HOT FIREPG! Blend Master
Mix Ready to Load » de chez Solis BioDyne a étéséti Sa composition était la suivante :
ADN polymérase HOT FIREPB] solution tampon 5X, dNTP & 2mM pour chaque, alipem
de sérum bovin et colorants bleu et jaune, témdesigration utilisés lors de la migration
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sur gel d’agarose des produits d’amplification. uadume final de la PCR était de 25ul
deux volumes de matrice d’ADN ont été és: 1 ou 5ul. De plus, pour optimiser les P
nous avons testé trois concentrat de MgCh (1,5 nM, 2,5 nM, et 3,5nM) et trc
températures d’hybridatio(65°C, 58°C et 60°C). Le programme type d’ampliiica est
résumé dans le Tableau 7.thermocycleur Mastercycl® d'Eppendorf a été utilis

Tableau 7-Programme d’amplification de I'’ADN

. o Nombre de
Etapes Température (°C) Temps cycles
Dénaturation initiale 94 15 min 1
Dénaturation 94 30 sec
Hybridation 55 ou 58 ou 60 30 sec 35
Elongation 72 1 min
Elongation finale 72 10 min 1

Les produits de PCR étaiegnisuite visualisés apres dépot et migration (Lehaut5CVolts)
sur un gel d’'agarose a 2% dans du TE5X.

Lesdifférents couples d’amorces testés lors de cessmis point ont été localisés au nivi

des génes dans les Figureet&igure 19 et récapitulés dans le Tableai Bableau 9.

A 265
— <«
A262 A263
5’ 3’
MAL7P1.230 Exon 1 Exon 2 MALTPL.228 e
5535 ph 6490 ph
—  — A485  A487 Ags  A486 _)'_ - (_Aaos
A505 A306 A305 A307  A506
o . el
A118 A119 A264

Figure 18-Représentation du gén pfhrp2 et de ses genes adjacents avec les couples d’ametestés
Amorces retenues pc le génepfhrp2 (vert) et les genes adjacents (bleu),
PCR nichée (&che pointillé), amorces testées mais non retenues (en noir).

A?_EG A261
: )
A257 7258
MALL3P1.485 = Exonl Exon 2 MALIZPLATS
4553 ph 1669 pb
—_—— _ —_— P —
A507 A508 A509 A489 A491 Ad92  A490 A510 A512 A511
— o
A 493 A 495 A 494

Figure 19-Représentation du gen¢fhrp3 et de ces génes adjacents avec les couples d’'amsitestés
Amorces retenues pc le genepfhrp3(orange) et les genes adjacents (violet),
PCR nichée (fleche pointilléeamorces testées mais non retenues (en noir).
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Tableau 8- Amorces testées pour amplifier le gemhrp2 et ses génes adjacents.

IRégionsNom des PCRTaille fragment (pb)Amorces Séquence des amorces Référency
A262 5-TTTAATAAAAATGGTTTCCTTC- 3’
Pfhrp2 2G-1 1400 (38)
A264 5-AAAATCGCTATCCCATAAATTACA-3
A262 5-TTTAATAAAAATGGTTTCCTTC- 3’
2J-1 315 (38)
A263 5-GCTTGAGTTTCGTGTAATAATCT-3
N
- A265 5-ATCATACTTCGGTATTTTAAATC-3’
5 2J3-2 903 (38,61)
3 A263 5-GCTTGAGTTTCGTGTAATAATCT-3’
c
-% 312 A485 5-GGTTTCCTTCTCAAAAAATAAAG-3’
5 A486 5-TCTACATGTGCTTGAGTTTCG-3’
” P (37)
997 A487 5-GTATTATCCGCTGCCGTTTTTGCC-3
A488 5-CTACACAAGTTATTATTAAATGCGGAA-3’
Al18 5-TTCCGCATTTAATAATAACTTGTG-3’
« 2E-1* 891 (38)
P Al119 5-TAATGGCGTAGGCAATGTGT-3’
o
ai Al118 5-TTCCGCATTTAATAATAACTTGTG-3
2E-2 1166 (38)
A264 5-AAAATCGCTATCCCATAAATTACA-3
404 A505 5-GATATCATTAGAAAACAAGAGCTTAG-3’
E' o A305 5-TATCCAATCCTTCCTTTGCAACACC-3’
N B2 (26,37)
g 355 A306 5-TATGAACGCAATTTAAGTGAGGCAG-3’
A305 5-TATCCAATCCTTCCTTTGCAACACC-3
A307 5-AGACAAGCTACCAAAGATGCAGGTG-3’
222
E © A308 5-TAAATGTGTATCTCCTGAGGTAGC-3’
RN AV - o (26,37)
<§’: 197 A506 5-CCATTGCTGGTTTAAATGTTTTAAG-3
A308 5 -TAAATGTGTATCTCCTGAGGTAGC-3’

*PCR retenues
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Tableau 9- Amorces testées pour amplifier le génghrp3 et ses génes adjacents.

IRégionsNom des PCRTaille fragment (pb) Amorces Séquence damorces Référende
A257 5-CTTTGCTTTTAAAGTTTCTAC-3’
o 3J-1 680 (61)
: A258 3-CTCTTATTTGAATTAAGTCCTTTTGCA-3
o
b 311 A489 5-GGTTTCCTTCTCAAAAAATAAAA-3
.5 A490 5-CCTGCATGTGCTTGACTTTC-3
3] BJ-2% TS oSS oTooSoSooooossooosoooos (37)
S 226 A491 5-ATATTATCCGCTGCCGTTTTTGCT-3’
S
A492 5-CTAAACAAGTTATTGTTAAATTCGGAG-3’
A266 5-CCGAATTTAACAATAACTTG-3’
3E-1 772 (38)
A261 5-CCGAATTTAACAATAACTTG-3
N
s 419 A493 5-AATGCAAAAGGACTTAATTC-3
i A494 5-TGGTGTAAGTGATGCGTAGT-3
] A (37)
675 A495 5" AAATAAGAGATTATTACACGAAAG-3’
A494 5-TGGTGTAAGTGATGCGTAGT-3
. 287 A507 5-TTGAGTGCAATGATGAGTGGAG-3
—
&5 A509 5-AAATCATTTCCTTTTACACTAGTGC-3'
X BAM-L* Tt oSS oSooToooooooooooooooooooos (26,37)
= 266 A508 5-GTTACTACATTAGTGATGCATTC-3’
= A509 5-AAATCATTTCCTTTTACACTAGTGC-3
. 260 A510 5-TTCATGAGTAGATGTCCTAGGAG-3’
—
(% 0o A511 5-TCGTACAATTCATCATACTCACC-3’
5 BT e (26,37)
< 34 A510 5 -TTCATGAGTAGATGTCCTAGGAG-3’
=
A512 5-GGATGTTTCGACATTTTCGTCG-3

* PCR retenues

2.2 Utilisation de PCR d’espéce en temps réel

Nous avons également utilisé la PCR d’espéce epseéel disponible au CNR Paludisme de
PG pour estimer la quantité d’ADN parasitaireépente dans les isolats et évaluer sa
gualité. Cette technigue de PCR en temps réel ésveg de la méthode publiée par
Shokoples et al. (62) et validée sur le thermocycleurStepOnePlus™ chez
AppliedBiosystems. Elle détecte une séquence d’'AdpKcifique pour chacune des espéces
plasmodiales. Cette PCR est multiplexée permettiannplification simultanée de
Plasmodium falciparugPlasmodium vivaet de 1a32 microglobuline humaine (Mg), utilisée
comme contréle interne d’extraction. La PCR en tem@el a été utilisée afin de sélectionner
les échantillons exploitables : échantillons pasguels la qualité et la quantité de parasites
permettent la distinction entre vraie délétion éfadt d’amplification. 48 échantillons sur
papier buvard ont été testés en paralléle en P@Rstecel et avec les quatre PCR nichées

afin de définir un Ct seuil au-dela duquel les étitlans sont classés non analysables.
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3 Amplification d’'un ou plusieurs géenes en monocopie

Au laboratoire de parasitologie, le gene monocopfert des parasitesPlasmodium
falciparum est régulierement étudié : la mutatipfcrt K76T dans I'exon 2 est en effet
associée a la résistance du parasite a la chlore@B). Cette mutation a été analysée selon
les procédures décrites par Pelleaal e28).

Par ailleurs, le genpfK13 (PF3D7-1343700) situé sur le chromosome 13 d'ailée tde
2181pb et qui code pour une protéine en hélice2@eaa a été analysé. Des mutations dans la
région « propeller » de ce gene ont été précédemmécrites comme associées a la
résistance dP. falciparumaux dérivés de I'artémisinine (64).

Ces deux genes présents en monocopie et analysés lpais de deux PCR ont été choisis

pour valider secondairement la qualité des prélevsnétudiés.

4 Séquencage du genafhrp2 et analyse des séquences protéiques

L’exon 2 du gengfhrp2 a été séquencé a partir gesduits d’amplification issus des PCR
2E-2 et PCR 2E-1 par la compagnie Eurofins. Legusgéces nucléotidiques ont été
transcrites en séquence d’acides aminés et chapagtion/motif a été représenté en utilisant

le code numeérique décrit par Baletral. (24) (Tableau 10).
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Tableau 10- Code numérique défini par Bakeet al. (24) pour I'analyse protéique de Pf-HRP2/3.

Code Répétition/Motif PIHRP2 PfHRP3
1 AHHAHHVAD + +
2 AHHAHHAAD + +
3 AHHAHHAAY + -
4 AHH + +
5 AHHAHHASD + -
6 AHHATD + -
7 AHHAAD + +
8 AHHAAY + -
9 AAY + -
10 AHHAAAHHATD + -
11 AHN + -
12 AHHAAAHHEAATH + -
13 AHHASD + -
14 AHHAHHATD + -
15 AHHAHHAAN - +
16 AHHAAN - +
17 AHHDG - +
18 AHHDD - +
19 AHHAA + -
20 SHHDD + +
21 AHHAHHATY + -
22 AHHAHHAGD + -
23 ARHAAD + -
24 AHHTHHAAD + -

Les séquences ont été alignées grace au logicieti@es puis classées en groupe et sous

groupe selon leurs similarités (38).
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RESULTATS

1 Meéthodes et protocole d’étude mis en place

Sur les huit protocoles d’amplification requis, SBER nichées, plus sensibles que les PCR
simples, ont été mises au point et retenues airishg PCR classique, 2E-1, pour amplifier
'exon 2 du géngfhrp2utilisée avec une phase de pré-amplification deytes avant les 35
cycles finaux. Les conditions de ces huit PCR aing le détail des seuils de sensibilité
obtenues a partir d’'un ou cing microlitres de neatd’ ADN figurent dans le Tableau 11.

A titre d’exemple, la photo des gammes de dilutierPf testées avec la PCR 3E-2 avec les
deux volumes de matrice d’ADN : 1ul et 5ul (Figz6). Les photos de l'analyse des
gammes ayant permis de définir les seuils de siitesitbes autres PCR retenues figurent en
annexe (cf. Figure 25, Figure 26, Figure 27, Figd8eFigure 29 ).

Gamme B (tube) Gamme B (buvard)
Parasites/ul - Y Parasites/ul

n N — u)

o o o o ) -1
n - N -l o o

Gamme PCR nichée 1ul AD

Gamme PCR nichée 5ul AD

Figure 20- Photo des gammes de sensibilité test@esir I'exon 2 pfthrp3 avec la PCR 3E-2.
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Tableau 11- Récapitulatifs des conditions et seuitte sensibilité des PCR utilisées pour étudier legenespfhrp2 et pfhrp3 et leurs génes adjacents.

. Sensibilité
Taille Conditions PCR (parasitesil)
Geénes Régions du Amorces 4
9 fragment [MgCI2] Température Nombre Volume
(pb) Réactions d’hybridation ADN Tubes Buvards
(mM) o de cycles
(°C) (ul)
404 A505 - A305 3,5 60 20
MA;ZI\T'FO Nichée 1 5 10
(2AM-1) 355 A306 - A305 2,5 58 35
EXON 1.2 312 A485 - A486 3,5 20 1 5 10
53-3 Nichée 60
(23-3) 227 A487 - A488 2,5 35 5 0,5 10
Pfhrp2
A118 10 1 5 100
Eég'\i 2 891 Pré-ampli. 25 58
(2E-1) A119 35 5 0,5 10
222 A307 - A308 3,5 60 20
MAL7P1.228 Nichée 1 05 20
(2AV-1) 197 A506 - A308 3,5 58 35
287 A507 — A509 60 20
MA'élAgl’\AF’ 11'485 Nichée 25 1 05 10
(3AM-1) 266 A508 — A509 58 35
311 A489 - A490 20 1 10 10
EXSJNZLZ Nichée 25 60
(3J-2) 226 A491 - A492 35 5 1 10
Pfhrp3
719 A493 - A494 2,5 55 20 1 5 100
EéCE)I\; 2 Nichée
(3E-2) 675 A495 - A494 1,5 60 35 5 0.5 10
260 A 510 - 511 3,5 60 20
MAL13P1.475 Nichée 1 5 100
(3AV-1) 234 A510 - 512 25 58 35

En grisé, PCR la plus sensible a 1l d’ADN utilipéeir débuter le protocole d’étude.
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L’analyse de 48 isolats sur papiers buvards a €désée a la fois en PCR temps réel en
duplica et avec quatre PCR retenues en utilisattsul de matrice d’ADN. Les échantillons
présentant un Ct <37 en PCR temps réel, étaiertdritajement amplifiables par les PCR a
partir d'1ul d’ADN voire, a défaut, a partir de 5pA linverse, pour les échantillons
présentant un Ct >37 en PCR temps réel I'amplibcaétaient médiocre voire inexistante
méme en utilisant 5ul de matrice d’ADN (cf. Tablda).

Tableau 12- Résultats des 48 isolats passés avacgeatre PCR retenues pour étudier les
genespfhrp2 et pfhrp3 en fonction du Ct de la PCR temps réel.

L. Volume Ct Pf <37 Ct Pf >37
Régions ADN
Geénes et Déposé n=37 n=11

nom PCR 3 ,
(Hl) POSITIE  NEGATIF POSITIF NEGATIF

EXON 2 1 37 0 5 6
2E-1 5 0 0 5 1
pfhrp2
EXON 1.2 1 36 1 1 10
2J-3 5 1 0 8 2
EXON 2 1 30 7 3 8
3E-2 5 5 2 3 5
pfhrp3
EXoN12 1 35 2 5 6
3J-2 5 1 1 4 2

Nous avons ainsi fixé le seuil de sélection des#itlions exploitables et analysables a une
valeur de Ck 37.

Sur la base des différentes mises au point etssdeikensibilité et de sélection déterminés, le
protocole d’étude suivant a été établi (Figure ZB.dernier a été défini de maniére a réduire
au maximum la quantité de matrice d’ADN nécessaires PCR a 1pl ont ainsi été

privilégiées. En effet, lorsque des parasites dsléont identifiés, la série de validation a

réaliser est conséquente et induit une consommatipartante de matrice.
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pfhrp2: exon 1-2
1ul

POSITIF

pfhrp2: exon 2
pfhrp3: exon 1-2 et exon 2
1ul

NEGATIF

‘ PCR d'espéce temps réel ‘

v

POSITIF

<37 >37 5| Non analysable
{quant. ADN trop faible)

NEGATIF

POSITIF

Analyse des génes
adjacents

si pfhrp2 - sipfhrp3 -
MAL7P1.228 et 230 MALL3P1.475 et 485 ‘

Figure 21-Protocole pour I'étude de prévience des délétions dpfhrp.

Dans un premier temps, Iéshantillon sont testés avec la PCR 24ui est la plus sensibla

partir d’ADN extrait de sang veineux ou de sangltzpe sur papie buvard en partant de 1

de matrice. Si I'analyse egbsiive, les autres PCR : PCR 2E-PCR 3-2 et PCR 3E-2
permettant d’analyser la totalité des gepfhrp2 et pfhrp3 sont alors réalisé. Si I'une des
guatre PCR est négativcet échantillc est analysé paPCR en temps ré de maniére a
évaluer la quantité/qualité de I'ADN présent dcet échantillon.

Seuls les échantillons ayant un < 37 sont conservés pour I'étude et tesavec 5ul de
matrice d’ADN. Si &s PCR restent négatives malgré I'augmentation alume d’ADN,

l'isolat est alors considéré comme délétées deux genespfK13 et pfcrt, présents en
monocopie dans le génonde Plasmodium falciparunsont recherchés ainsi que les ge

adjacents au gemhrp délété

2 Prévalence sur le plateau des Guyan
Ce protocole a étappliqué a I'analyse de 605 isolats en provenancglateau des Guyan
collectés entre 2014 et 201Fapleaul3).

62



Tableau 13-Résultats sur le plateau des Guyane

Pays Nombre isolats ~ Nombre d'isolats Nombre de parasites déléte
(n) analysables pfhrp2 pfhrp3
Guyane 230 204 0 1
Guyana 298 265 0 8
Venezuela 77 77 2 30
Total 605 546 2 39

Parmi eux, 546 se sont avérés analysables et deulsisolats délétés au niveau du g
pfhrp2 ont pu étre identifiés eprovenance du Venezuela (2,6%9d@0 - 6,8]), soit un
pourcentage global de 0,4%ygs [0,2 - 1,8], (Figure 22).

Figure 22-Prévalence des parasites délétés pole génepfhrp2 sur le plateau des Guyane.

Trente neuf isolatssoit 7,1%ICgs [4,9 - 9,3]du total des isolats ont été identifiés comr
délétés pour le genehrp3 (Figure23). Ces délétions sont retrouvées dans les trois pae
une prévalence nettement plus important,0% ICys [28,1 - 49,9) au Venezuelan=30/77,
p<0,001). Seuls, 3,0% §[0,9 - 5,1] (n=8265) de parasites sont délétés pour le pfhrp3
au Guyana et 0,5% §[0% -1,5] en Guyane (n=1/204).
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Figure 23-Prévalence des parasites délétés pcle genepfhrp3 sur le plateau des Guyane.

Le détail et I'étendue dedélétions au niveau de ces genssnt détaillés dans
Tableau 14. Le€t obtenus en PCR en temps réel sont aussi présaint que les résulte
de I'amplification et du séquencage des genes numiespfK13 et pfcrt réalisés en marge «

notre étude.

64



Tableau 14- Description des parasites @éés au niveau des gengshrp2 et/ou pfhrp3.

Pfthrp2

Pfthrp3

Séquencage

Pays ~ Annee N°IPG  Ct PfExon 1-2 Exon2 Exon1-2 Exon 2PfK13 pfcrt
Guyane 2015 S174 24,09 + *+ - - WT CVMNK
T214 33,38 + + 5 =
T493 34,31 + 4 - -

T581 34,31 + + 5 =

% T731 34,33 + + 5 =

> 2016 WT  SVMNT
8 T824 35,77 + + s =
T267 36,23 + + s =
T478 36,67 + + + -
T667 36,83 + + s =
U106 27,95 + + - +
U089 28,42 + + s =
U108 29,06 - - - -
uo76 29,29 + + + -
uo66 29,64 + + - +
U105 29,81 + + s =
U131l 29,84 + + 5
uo84 29,88 + + 5
U117 30,00 + + 5 =
U090 30,23 + + 5 =
U128 30,28 + + 5 =
U111l 30,55 - - - -
uo69 30,93 + + - +
. uo75 30,96 + + - -
% U110 31,46 + + - + WT  SUMNT
3 2017 U118 31,62 + + s =
g uii2 31,67 + + s =
U102 31,69 + + - +
uosl 31,83 + + 5 =
uo85 32,00 + + 5 =
U092 32,08 + + 5 =
U093 32,14 + + 5 =
U095 32,29 + + 5 =
uo94 32,66 + + 5 =
Uo7l 32,89 + + s =
uos8o 32,91 + + s =
uo67 33,24 + + s =
U127 33,31 + + s =
U098 35,45 + + s =
U086 35,52 + + s =
U088 35,54 + + - + Echec SVMNT

WT : sauvage, + : présence, - : absence.
S: Serine, V: Valine, M: Méthionine, N: asparagime;Thréonine, C: Cystéine, K : Lysine.

Séquences exonghrp?2 :* inclassables: référence 1d (38).
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Les deux isolats vénézuéliens délétes pour le gmp2 sont également délétés pour le géne
pfhrp3.Les génes sont délétés dans leur ensemble a slavjunction exon 1-2 et I'exon 2.
Ces deux isolats présentent donc des doublesat&édbttalepfhrp2/3.

Parmi les 39 isolats du plateau des Guyanes dé&témiveau du genefhrp3, 76,9%
1C95[63,7% - 90,1%] (n=30/39) présentent une délétatalé (jonction exon 1-2 et exon 2) et
23,1% 1G5[9,9% - 36,3%] (n=9/39) une délétion partielle ¢sap niveau de la jonction exon
1-2 et deux au niveau de I'exon 2, Figure 24).

Délétion du géne pfhrp3
T = Totale

7
9 Partielle
/) EExon 2

Jonction exon 1-2

Figure 24- Détail des 39 délétions du geméhrp3.

Les analyses conduites sur les genes de résistangeantipaludiques ont confirmées ces
délétions sauf peut étre pour un isolat qui n'&fra amplifié au niveau d&#K13 En marge

de cette étude, le séquencage a permis de mouneeiogs les isolats délétés sauf un étaient
sauvages pour le gempdK13 L'ensemble des parasites délétés du Guyana ¥edezuela
présentaient également une séquepfEt 72-76 SVMNT. L’isolat collecté en Guyane

présentait lui la séquence CVMNK.

3 Etude des profils protéiqgues a travers l'analyse de séquences de
I'exon 2 du génepfhrp2

Pour une meilleure connaissance du polymorphismia geotéine Pf-HRP2 dans la région,

90 isolats ont été sélectionnés pour étre séquemcésveau de I'exon 2. Parmi ceux-cCi se

trouvaient des échantillons a forte parasitémisiajoe les isolats délétés au niveau du gene

pfhrp3 collectés au Guyana et en Guyane. Les isolatsésdétit Venezuela n'ont pas pu étre

analysés faute de temps.

Soixante cing séquences ont ainsi pu étre obteeuesnverties en code numeérique selon

leurs répétitions/motifs en acides aminés (24).fiAal, 62 séquences ont été regroupées en

cing génotypes (Tableau 15). Les séquences appgressentiellement au génotype 1d,
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53,8% 1Gs[41,7 - 65,9] (n=35/65) puis par ordre décroissangénotype 1c, 18,5% 4£]9,1

- 27,9] (n=12/65), génotype 2a 13,8%4(5,4 - 22,2] (n=9/65), génotype 3b 6,1%i(D,3-
11,9] (n=4/65) et génotype 4 3,1%o¥[0 - 7,3] (n=2/65) (38). Trois génotypes individsiet
non classables ont été observés. Ces derniersombyermis, en lien avec la séquepébert,

de redéfinir I'origine géographique de ces échlamid (S174 délété au niveau du geflerp3
provenant trés probablement d‘Haiti, T328 en pramee probable des Philippines et S615 en
provenance du Cameroun). Dans la séquence de oerleé3615, un nouveau motif a été
identifié (AHHAND).
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Tableau 15- Représentation des motifs retrouvés dana protéine Pf-HRP2.
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DISCUSSION

Il est important de surveiller la prévalence desapides délétés pour les gemdisrp2/3sur le
plateau des Guyanes car les TDR y sont utilisésnmmroutil diagnostic et des études
antérieures ont décrit des parasites délétés pemirgénespfhrp2/3 en Amazonie (cf.
§2.2.1.3.4).

Dans un premier temps, I'étude a consisté a mettrplace un panel de techniques pour la
détection des parasites délétés au niveau des gémwp&/3en suivant les recommandations
de I'OMS (27, 30, 31).

Pour rechercher et décrire avec précision cesidé#thuit PCR ont été mises au point afin
d’analyser les jonctions exon 1-2 et les exons 2 genegfhrp2 et pfhrp3 ainsi que leurs
genes adjacents amont et aval (27).

Les papiers buvards sont trés largement utilisés pollecter du sang capillaire nécessaire a
la surveillance du paludisme en général du faiede facilité de stockage et de transport. Ils
représentaient 62% de I'échantillonnage de cetideé{n=375/605). L'extraction d’ADN a
partir de ce support est difficile et les volumessdng analysé sont relativement faibles (19).
Pour avoir une sensibilité suffisante quelque leoiype de prélevement, des PCR nichées ont
été optimisées.

En paralléle, il était nécessaire de mettre eneplate technique permettant de vérifier la
qualité¢ des prélevements afin de pouvoir distingles échantillons exploitables des
échantillons non analysables. En effet, I'absen@mglification pouvait étre liee a la
présence d’'une délétion ou a une faible qualit@wantité de matériel dans le prélevement.
Pour ce faire, les études antérieures utilisaiemlus souvent une PCR nichée du géne 18S
ARNr (26, 32, 34-37, 39). Cependant ce gene eseptén plusieurs copies dans le génome
de Plasmodium falciparunmge qui augmente artificiellement la sensibilitélaéechnique par
rapport a une technique ciblant un géne monocapiguepfhrp2 Cette stratégie peut donc
entrainer une surestimation du nombre de paradéités par surestimation du nombre de
prélevements analysables. Par ailleurs, les teabrigle PCR classiques ne sont pas des
techniques quantitatives mais en point final. Rmite étude une PCR en temps réel ciblant
egalement le géne de I'ARNr 18S qui code la pediveis unité des ARN ribosomaux
plasmodiales a été utilisée. Cette derniere pragenependant l'avantage d’étre semi-
quantitative. Ainsi, une corrélation a été réalidéananiere a s’assurer qu’en dessous du seuil
de Ct fixé, 'ADN était amplifiable méme pour unrgemonocopie. Ainsi un Ct de 37 a été

fixé comme seuil de sélection des échantillons @tgidles ou non. Au-dela de ce seuil, les
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échantillons étaient considérés comme étant mésfimamt amplifiables y compris en
augmentant la prise d’essai. Avec ce seuil, 'efiderdes prélevements du Venezuela, tous
réalisés sur papiers buvards, se sont avérés tatgls. De facon plus surprenante le
pourcentage d’échantillons non exploitables étaiilaire (11%) en Guyane et au Guyana,
alors que le type de prélevements était diffénaspectivement sang veineux prélevé sur tube
EDTA et sang capillaire prélevé sur papiers buvatds nombre important d’isolats non
exploitable de Guyane pourrait s’expliquer par taspnce au sein de I'échantillonnage de
prélevements recueillis dans le cadre d'un dépestagif du paludisme par PCR nichée du
gene 18S ARNTr. Ainsi parmi les 26 prélevements aiwalysables, 21 provenaient de patients
présentant un frottis mince et une goutte épaigsgatiis. Cela témoigne d'une faible
parasitémie pour ces prélévements et confirme’qtiksiation de la PCR nichée du géne 18S
ARNr sans aspect semi-quantitatif ne permet pavalider de facon fiable le caractére
analysable d’'un géne monocopie. En ce sens, passig’er de la qualité de 'ADN analysé
lors de I'étude des geéngshrp2 et pfthrp3 en dehors de ['utilisation d’'un systéme semi-
quantitatif, TOMS recommande I'amplification dewlegénes présents en monocopie dans le
génome dé. falciparum

Le protocole d’étude retenu pour les échantillamsia pu introduire un biais si le fitness des
parasites était impacté par la présence d'uneidéldEn effet, si une délétigpfhrp est par
exemple associée a une parasitémie plus faibdgllision des prélévements présentant un Ct
supérieur a 37 pourrait entrainer une sous estimatii nombre de parasites délétés. Dans la
littérature, aucune relation n'a été décrite ensens et les parasites délétés pour le géne
pfhrp2 observés dans notre échantillonnage présentaiastlés deux un Ct autour de 30
reflétant une parasitémie importante. Comme leidBakeret al(24), la grande diversité de
séquence defhrp2 n’est pas associée a un fitness spécifique ou antage en termes de
survie pour les parasites.

L’algorithme d’analyse ainsi défini avait pour otijé d’optimiser les codts, les quantités de
matrice utilisées et de limiter les biais en exotukes échantillons dont la quantité ou la
gualité¢ de 'ADN extrait serait trop faible. Cettgproche innovante génere des résultats
robustes. Un algorithme d’analyse similaire, inoludes PCR en temps réel, vient d’ailleurs

d’étre publié tres récemment (65).

C’est avec ce protocole que la prévalence des ipegatglétés pour les genghrp2/3dans
trois pays du plateau des Guyanes a été étudidayar le Venezuela, la Guyane et le

Guyana. Cette étude est d’intérét a plusieurs égard
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- le panel d’isolats analysé est le plus large (n¥g@fais étudié en provenance de
cette région sur un temps aussi court,

- elle est la premiére a analyser des isolats du Xeste,

- lanalyse des isolats qui y est faite est compédteecherche précisément les délétions
des genepfhrp2 et pfhrp3 jonction exon 1-2 et/ou exon 2. Seule une étudérizure
avait analysé les deux régions des gpfiep2 ainsi quepfhrp3 sur seulement neuf
isolats en provenance du Pérou (26).

L’analyse du génefhrp2 a confirmé I'absence de parasites délétés en @ugbau Guyana.
Ces résultats sont semblables aux résultats ami&ment obtenus en Guyane entre 2009 et
2011, par Trouvagt al. (38) et au Guyana, en 2010, par Akisyial (39). lls divergent, par
contre, de ceux du Suriname, ou Akinyiadt (39) ont décrit entre 2009 et 2011, 14% de
Plasmodium falciparunaélétés pour le géngfhrp2 On peut cependant s’interroger sur la
gualité et la quantité des ADN testés dans cettdeetar pour confirmer leurs résultats, les
auteurs ont utilis&aine PCR nichée du gene codant 'ARNr 18S en panal.fCeci a pu
conduire a une validation a tort de délétions. SEugene monocopi@imsp2)a été analysé
sur ces isolats. Par ailleurs, les mouvements deulattons humaines, en lien avec
'orpaillage, entre le Suriname, la Guyane et ledéséd’Amapa, du Para et du Maranhdo au
Brésil laissent a penser que les parasites retsod&is la zone de transmission commune a
ces trois pays devraient étre semblables. Lestaésulu Suriname sont difficiles a confirmer
aujourd’hui du fait de la tres faible transmissthnpaludisme actuellement dans ce pays.
Cette étude a montré la présence, a faible présle 6% (IGs [0 — 6,8]), de parasites
délétés au Venezuela. Les parasites délétés aauntke gengfhrp2 le sont également au
niveau du genefhrp3, il s’agit donc de doubles délétiorGest a I'ouest de ’Amérique du
Sud que se concentre la majeure partie des paradékdtés pour le gengfhrp2 (cf.
§2.2.1.3.4) Entre 1998 et 2011, la prévalence des parasitetédépour le génefhrp2
observées au Pérou était élevée et comprise elbel@s [12,7 — 29,3] et 41% 165 [33,1 —
48,9]) (26, 32 ,33). Plus proche du Venezuela, elor@Gbie, entre 1999 et 2001, la prévalence
des parasites délétés pour le gpfiep2 était de 18% Igs [10,5 — 25,5], parmi lesquels 13%
ICos [6,4 — 19,6] étaient des doubles délétptrp2/3) (34). Entre 2011 et 2012, cette
prévalence avait fortement diminuée (p<0,001) et parasites délétés semblaient avoir
disparus 0% (n=112) (34, 35). Le Venezuela, quigartie de la région ouest du plateau des
Guyanes, est a l'interface entre la Colombie éulgana. Il n’est donc pas surprenant qu’en
2016-2017 la prévalence observée des parasitesésléfipur le génepfhrp2 y soit

intermédiaire. Ces résultats devront cependant étmefirmés avec des effectifs plus
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conséquent car le nombre d’isolats analysés étiief (n=77) alors que 'OMS recommande
d’étudier une population de 350 échantillons pas pays présentant une prévalence de
parasite délété pour le gépéhrp2 située autour de 3%31, 47). De plus, une attention
particuliere doit étre portée a la frontiére versdatcolombienne, zone de crise diplomatique
et humanitaire, ou les flux migratoires sont rer@aren permanence. En effet, les frontiéres
vénézuéliennes ont été fermées en aolt 2015 pbeneé 'expansion du paramilitarisme
colombien mais en raison de I'ampleur de la crisgnémique et politique, de nombreuses
personnes quittent actuellement clandestinemevietezuela. Avec I'épidémie de paludisme
qui touche actuellement ce pays et lintensifiaatides échanges avec la Colombie, les
parasites délétés de I'ouest pourraient migrer legpgateau des Guyanes.

L’Amazonie est devenue, par le développement des e@mmunications fluviaux et routiers
Est-Ouest et Nord-Sud, une zone de passage etadigehpour les Hommes et les
marchandises depuis le début des années 2000.riMecarrefour est une alternative a la
route Pan-américaine andine déja existante (66)ninistére de la santé du Brésil rapporte
dans les états du nord-est, du Para et du Marade&oombreux cas de paludisme importés
majoritairement diagnostiqués chez des orpailletggrovenant des pays proches, a savoir de
trois pays du plateau des Guyanes: la Guyane,ugaa, et le Venezuela (67). Cette
circulation de populations peut expliquer ’lhomo@éation de la population parasitaire dans
un contexte global de faible transmission. Cettendgenéisation est observée depuis les
années 2000, au niveau du marqueur moléculair@égistancefcrt associés a la résistance
aux antipaludiques (amino-4-quinoléines) sur leégala des Guyanes. Le muta@htrt de type
7G8 (SVMNT) a ainsi atteint un état de fixation 498) a la faveur également de la trés forte
pression médicamenteuse exercée par la chloroglirent la deuxiéme moitié du X%
siecle (68-71). Cette fixation s’observe égalendans notre échantillonnage de parasites
delétés qui présentent a 97,4% une séquence SVMAITailleurs, I'étude de 65 séquences
du génepfhrp2 a montré une diversité protéique limitée chez ledaisodu plateau des
Guyanes. Ces séquences (n=62) ont pu étre regapézng profils parmi lesquels trois, 1c,
1d et 2, avaient déja été décrits par Troustasl (38) sur des isolats de Guyane entre 2009 et
2011. Pour la Guyane, les séquences étaient giesilantre les deux études avec une majorité
d’isolats appartenant au groupe 1 : 75,8%s (60,5 — 91,5] en 2009-2011 et 89,2%4(78,9

— 99,1] en 2015-2017 (p=0.13). Au Guyana, seul %3)&€ys [33,8 — 72,2] des isolats
appartenaient a ce groupe 1 (p<0,01). Ceci peat@ieflet des liengst (Guyane/Suriname)
et Ouest (Guyana/Venezuelahissant les différents pays au sein mémeptiieau des

Guyanes.
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Par ailleurs, ’Amazonie est devenue, par la ptéode ses frontiéres et ses connexions avec
les autres zones de transit que sont I'Equateule eéPérou, une plaque tournante de
immigration haitienne comme africaine et asiati66). Lors de I'étude des séquences du
genepfhrp2, trois séquences se distinguaient en restant saihéess. En recherchant dans les
fiches de renseignements cliniques il a été passlbl déterminer qu’un isolat provenait du
Cameroun, un des Philippines et un autre d’Haiti7é3. Pour ce dernier, seul isolat délété
pour le genepfhrp3 de Guyane, I'analyse du gepécrt a mis en évidence une séguence
CVMNK aux positions 72 a 76 confirmant ainsi I'drig géographique différente de ce
parasite (28).

L'analyse du génefhrp3a montré quant a el@9,0% IGs [28,1 — 49,9] de parasites délétés
au Venezuela. Cette prévalence est similaire (8810 a celle décrite en Colombie, en 2011-
2012 (45,0% IG5 [35,8 — 54,2])X35). En revanche on observe une diminution sigaiive du
nombre de parasites délétés pour le gghgp3en Guyane passant dé % 1Gs [1,8 — 7,2]

en 2009-2011 a 0,5% [0 — 1,5] en 2014-2016 (p<0,01). Aucune différesmmnificative

n'a été observée au Guyana entre 2010 et 2016er02010 (39) vs 3% en 2016 1C95 [0,9%
- 5,1%)] (p=0.08).

Parmi les 39 isolats délétés pour le gpfiep3du plateau des Guyané&d,% présentaient une
délétion totale de ce gene et 23% une délétioneiartCes différents types de délétions ont
déja été décrits par Gambetal(26), seuls auteurs a avoir étudié les deux padiegéne
pfhrp3 sur neuf isolats du Pérou. Pour connaitre I'étendes délétionpfhrp3 et mettre en
evidence les points de cassure, I'analyse des gastjasents aurait di étre conduite (tout
comme poumpfhrp2 mais n'a pu se faire faute de temps. Par ailleaumsdosage ELISA de
protéine Pf-HRP3 permettrait de vérifier I'absemtexpression protéique, notamment chez
les isolats présentant des délétions partielles.

En présence de délétions et compte tenu de laivigaaroisée entre P-HRP2 et Pf-HRP3,
les parasites délétés au niveau du ge#hep2 sans délétion associée du g@fierp3 peuvent
dans certains cas mais avec une faible sensiiilitt détectés par les TDR basés sur Pf-
HRP2,car ces protéines ont en commun plusieurs motiftse @utres les motifs 1, 2, 4, 7 et
20 (24). Le plus souvent, seuls les parasites @sutitlétés ne sont pas détectés par les TDR
(72). Ainsi, on peut imaginer qu'une délétion dung@fhrp3isolée pourrait entrainer une
diminution de la sensibilité des TDR. Ceci na @8 mis en évidenca vitro lors de la
comparaison des performances d’'un TDR ultrasensiobe un TDR dit « classique » basés

sur Pf-HRP2. En effet, la limite de détection d&RTclassiques et ultrasensibles ne semble
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pas impactée par la présence d'une délétion du gmp3 dés lors ou le gengefhrp2 est
présen(72).

En conclusion, les tests de diagnostic rapide coésbibasés sur Pf-HRP2 pour détecter
P. falciparumrestent pertinents en Guyane et au Guyana. Au AJetes frontiere ouest du
plateau des Guyanes et proche de la zone andih&ndazonie ou des parasites delétés pour
le genepfhrp2 ont été décrits, des réserves peuvent étre émisad q l'utilisation de TDR
basé sur Pf-HRP2. S’ils doivent I'étre, les TDR tamés sont a privilégier et une
surveillance constante est requise. Fort heureusgerdans ce pays, la microscopie reste
I'outil diagnostique de premiére intention. L’épidieé de paludisme touchant actuellement le
pays pourrait cependant remettre en question oegfanisation du fait d’'un engorgement

certain des structures de diagnostic.
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Figure 25- Photo des gammes de sensibilité test@esir la jonction exon 1- 2 du gen@fhrp2 avec la PCR
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Figure 26- Photo des gammes de sensibilité test@esir 'exon 2 du génepfhrp2 avec la PCR 2E-1.
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Figure 27- Photo des gammes de sensibilité test@esir la jonction exonl-2 du gengfhrp3 avec la PCR
3J-2
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Figure 28-Photo des gammes de sensibilité testépour lesgénes adjacents amont et av du genepfhrp2
avec les PCR 2AM-1 et 2AV-1.
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Figure 29-Photo des gammes de sensibilité test pour lesgénes adjacents amont et av du genepfhrp3
avec les PCR 3AM-1 et 3AV-1
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