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RESUME 

Depuis 2009, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande de confirmer 

rapidement toute suspicion de cas de paludisme avant de délivrer un traitement antipaludique 

adapté en procédant à un diagnostic de certitude basé sur la recherche des plasmodies par 

microscopie ou test de diagnostic rapide (TDR) avant d’administrer un traitement 

antipaludique adapté. Cette recommandation a conduit à un essor des TDR qui sont devenus 

des outils diagnostic de choix dans les zones reculées aux infrastructures limitées. Ces TDR 

permettent entre autre la détection de Plasmodium falciparum par la recherche de la protéine -

2-riche en histidine (Pf-HRP2). Des parasites délétés pour le gène pfhrp2, qui code cette 

protéine, ont cependant été décrits en Amazonie. Le risque est alors d’étiqueter à tort un accès 

à P. falciparum comme un accès à P. vivax et de le traiter par chloroquine alors que sur le 

plateau des Guyanes, 20 à 30% des parasites sont chloroquino-résistants. En raison des flux 

migratoires et de la place des TDR dans cette région, une surveillance accrue de ces délétions 

est nécessaire. Ainsi, des isolats collectés entre 2015 et 2017 en Guyane, au Guyana et au 

Venezuela ont été étudiés selon les recommandations de l’OMS afin d’estimer la prévalence 

des délétions au niveau des gènes pfhrp2/3. 

Huit PCR analysant les deux parties, jonction exon 1-2 et exon 2, des gènes pfhrp2 et pfhrp3 

et leurs gènes adjacents ont ainsi été utilisées. Le protocole d’étude comprenait également une 

PCR en temps réel comme méthode semi-quantitative permettant d’évaluer la quantité et la 

qualité de l’ADN des isolats étudiés afin de sélectionner les échantillons analysables. 

Un total de 690 isolats a été étudié. Au Venezuela, 39% (IC95 [28,1 – 49,9]) des parasites 

présentaient une délétion au niveau du gène pfhrp3 et 2,6% (IC95 [0 – 6,8]) au niveau de 

pfhrp2. Au Guyana (n=265) et en Guyane (n=230), aucun parasite délété pour le gène pfhrp2 

n’a été mis en évidence et respectivement 3,0% IC95 [0,9% - 5,1%] et 0,5% IC95 [0 – 1,5] 

pour le gène pfhrp3. 

Ces données robustes mettent pour la première fois en évidence des isolats délétés pour le 

gène pfhrp2 au Venezuela et confirme leur absence en Guyane et au Guyana. Par conséquent, 

la surveillance reste de mise au Venezuela mais les TDR basés sur Pf-HRP2 restent des outils 

diagnostic adaptés dans ces pays. 
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SUMMARY  

Since 2009, World Health Organization (WHO) recommends the biological diagnostic 

confirmation by either microscopy or rapid diagnostic test (RDT) of any clinical malaria cases 

before delivering appropriate antimalarial treatement. This recommendation led to increasing 

use of RDTs especially in remote areas with limited infrastructures. Most RDTs target the 

histidine-rich protein-2 antigen (PfHRP2) to detect Plasmodium falciparum. However, 

parasites deleted for the pfhrp2 gene encoding this protein have been described in Amazonia. 

The risk is then to misdiagnosed a P. falciparum case as a P. vivax one and to treat it with 

chloroquine. In the Guiana Shield, 20 to 30% of parasites are chloroquino-resistant. Due to 

human migration and the importance of RDTs in this region, increased surveillance of pfhrp2 

deletion is required. Thus, isolates collected between 2015 and 2017 in French Guiana, 

Guyana and Venezuela were studied according to WHO recommendations to estimate the 

prevalence of parasites lacking the pfhrp2 and pfhrp3 genes. 

Eight amplifications analyzed two regions of the genes pfhrp2 and pfhrp3, junction exon 1-2 

and exon 2, of the genes and their flanking genes. To assess the sample DNA quality and 

quantity and to select suitable isolates for molecular analysis, the protocol included a real-

time PCR as a semi-quantitative method.  

A total of 690 isolates were analyzed. In Venezuela, 39% (IC95 [28.1 - 49.9]) of the parasites 

were pfhrp3 negative and 2.6% (IC95 [0-6.8]) pfhrp2 negative. In Guyana (n = 265) and 

French Guiana (n = 230), no parasite lacked the pfhrp2 gene and respectively 3.0% IC95 

[0.9% - 5.1%] and 0.5% IC95 [0 - 1.5] were pfhrp3 negative. 

These robust data identify for the first time the presence of deleted pfhrp2 parasites in 

Venezuela and confirm their absence in Guyana and French Guiana. Therefore surveillance 

remains important in Venezuela. However, Pf-HRP2-based RDTs remain suitable diagnostic 

tools in the countries of this region.  
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EDTA : Ethylène Diamine Tétracyclique 

Ex : exemple 

FIND : Fondation pour l’Innovation en matière de Nouveaux Diagnostics 

HRP2: Histidine Rich Protein 2 

HCSP : Haut Conseil de Santé de Publique 

kDA : kilo dalton 

µl : microlitre 

LDH : lactacte déshydrogénase  

LHUPM : laboratoire hospitalo-universitaire de parasitologie mycologie 

mM : milimolaire 

MgCl2 : Chlorure de magnésium 

MGG: May Grünewald Giemsa 

Min: minutes  

MSP2: Merozoite Surface Protein-2  

nM : nanomolaire 
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OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PAHO: Pan Americain Health Organization 

P.: Plasmodium 

Pf : Plasmodium falciparum  

Pv: Plasmodium vivax 

Pm: Plamodium malariae 

Po: Plasmodium ovale 

Pk: Plasmodium knowlesi 

PCR: Polymerase Chain Reaction ou réaction de polymérisation en chaine 

Pb : paire de base 

qPCR : PCR quantitative : PCR temps réel 

Sec : seconde 

TBE: Tris/Borate/EDTA 

TDR: Test de Diagnostic Rapide 

TDR: Tropical Diseaes, Special Programme for Research and Training  
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INTRODUCTION 

Le paludisme est l’infection parasitaire la plus répandue dans le monde. Elle est due à un 

protozoaire, du genre Plasmodium, transmis par un moustique du genre Anopheles et dont 

l’issue clinique peut être fatale.  

Près de 3,2 milliards de personnes dans 91 pays et territoires (soit environ la moitié de la 

population mondiale) sont exposées au risque d’infection par cette maladie. En 2016, 216 

millions IC95 [196 – 263] et 445 000 décès ont été rapportés dans le monde en lien avec cette 

maladie. L’Afrique sub-saharienne était la région du monde qui concentrait le plus de cas de 

paludisme (90%), loin devant l’Asie du Sud-est (7%) et la région de la Méditerranée orientale 

(2%)(1).  

Dans la région des Amériques (Figure 1), 

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 110 

décès. Plasmodium vivax était 

responsable de 69% des cas de paludisme 

dans cette zone alors que Plasmodium 

falciparum l’était pour 30% d’entres eux. 

(1). Les cas à P. malariae y étaient très 

rares et ceux à P. ovale et P. knowlesi 

absents. 

La sous-région amazonienne supporte le 

plus lourd fardeau du paludisme dans les 

Amériques. Sur une superficie de plus de 

5,5 millions de kilomètres carrés, la forêt 

amazonienne englobe neuf pays dont la 

Bolivie, le Brésil, la Colombie, l’Équateur, 

la Guyane, le Guyana, le Pérou, le Suriname et le Venezuela. A eux seuls, ces pays ont 

déclaré 92,5% de tous les cas dans les Amériques en 2014. Le paludisme reste une menace 

pour ceux qui vivent et travaillent dans la forêt tropicale, et pour lesquels le traitement n’est 

pas facilement accessible (2). 

Source :  

Rapport de l’OMS de 2017 sur le paludisme dans le monde(1) 

Figure 1- Carte des cas confirmés de 
paludisme pour 1000 habitants en 2016 dans 
la région des Amériques. 
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1 BIOLOGIE DU PALUDISME 

1.1. Le parasite 

 

Les parasites responsables du paludisme sont issus de l’embranchement des Apicomplexa. Ces 

parasites intracellulaires sont des protozoaires de la classe des sporozoaires coccidiomorphes 

(unicellulaires), de la famille des Plasmodidae et du genre Plasmodium. Seules cinq espèces 

sont connues pour être pathogènes chez l’Homme. Plasmodium falciparum et Plasmodium 

vivax sont les espèces les plus répandues (Figure 2) mais des infections humaines peuvent 

aussi être causées par Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, et plus exceptionnellement 

par Plasmodium knowlesi. Cette dernière espèce ne se trouve qu’en Asie du Sud-est chez 

l’Homme et infecte principalement les primates non humains (3).  

 

 

Figure 2- Espèces majoritairement responsables de paludisme selon les pays. 

1.2. Le moustique : vecteur du paludisme 

 

Le paludisme humain est transmis exclusivement par des moustiques du genre Anopheles. 

L’anophèle prélève le parasite du genre Plasmodium (plasmodies) sous forme de gamétocytes 

lors de son repas de sang sur une personne infectée. Dans le moustique, le parasite se 

multiplie et passe dans son estomac, puis dans ses glandes salivaires permettant sa 

transmission sous forme de sporozoïtes à une autre personne lors du prochain repas. Le genre 

Anopheles appartient à l’ordre des Diptères, à la famille des Culicidae et à la sous-famille des 

Source : Feachem et al. Lancet. 2010 
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Anophelinae (anophèles). Le genre Anopheles regroupe 465 espèces, 70 d’entre elles ont la 

capacité de transmettre les parasites agents du paludisme à l’Homme. On considère 

aujourd’hui que 41 espèces vectrices sont dominantes dans le monde (4). 

En Amérique du Sud, les neuf espèces vectrices dominantes sont Anopheles darlingi, An. 

freebomi, An. pseudopunctipennis, An. quadrimaculatus, An. albimanus, An. albitarsis, An. 

aquasalis, An. marajoara et An. nuneztovari (5). 

Anophele darlingi est largement distribué géographiquement sur tout le continent sud-

américain. Les gîtes larvaires, ombragés, sont retrouvés dans les masses d’eaux claires 

naturelles (lagunes, lacs, rivières) et associées à de la végétation (ex : lac post orpaillage 

revégétalisé). Les femelles moustiques évoluent plutôt dans les zones rurales et forestières et 

ont recours à des repas de sang principalement sur l’Homme (anthropophile) du crépuscule à 

l’aube. Leur comportement est variable avec une tendance plus fréquente à l’exophagie (se 

nourrit à l’extérieur des habitations humaines) et l’exophilie (se repose à l’extérieur des 

habitations) (6). 

Sur le plateau des Guyanes, les deux vecteurs majoritaires sont Anopheles darlingi présent le 

long des cours d’eau principalement et An. aquasalis présent dans les eaux saumâtres des 

plaines côtières. Ils peuvent être tous deux porteurs de P. falciparum même si d’autres 

espèces ont également été signalées comme impliquées dans la transmission(4). Par exemple, 

d’autres espèces infectées par P. falciparum ont été décrites, Anophele nuneztovari ou encore 

An intermedius et An. oswaldoi en Guyane et An.braziliensis et An.albitarsis au Venezuela(7). 

Ces espèces pourraient donc aussi transmettre le paludisme dans certains environnements 

spécifiques dont les conditions favorables à leur développement et à la transmission restent à 

définir (8).  

1.3. Biologie du parasite chez le moustique vecteur (9,10) 

 

Chez le vecteur, le cycle sporogonique débute par l’ingestion de gamétocytes mâles et 

femelles matures qui circulent dans le sang périphérique de l’hôte humain lors du repas 

sanguin d’un anophèle femelle (Figure 3). Dans son système digestif aura lieu une 

reproduction sexuée des parasites avec recombinaison méiotique. Si les deux gamétocytes 

ayant fusionné sont issus de clones différents de parasites (en cas de poly-parasitisme chez 

l’individu infectant pour le moustique), ceci va générer de la diversité allélique 

(polymorphisme génétique) par recombinaison génétique. Au niveau de la paroi intestinale, 



21 

les gamétocytes fusionnés (zygotes diploïdes) vont se différencier en ookynète puis en 

oocyste qui contiendra plusieurs milliers de sporozoïtes haploïdes à maturité. Les sporozoïtes 

ainsi générés lors de cette phase dite « sporogonique » perforent la capsule de l’oocyste et la 

lame basale et sont libérés dans l’hémolymphe puis ils migrent vers les glandes salivaires, où 

ils seront inoculés lors d’un prochain repas sanguin. Les sporozoïtes restent infectants dans les 

glandes salivaires pendant toute la durée de vie du moustique.  

 

1.4. Biologie du parasite chez l’Homme (9,10) 

 

L’infection a lieu lors d’un repas sanguin par un anophèle femelle infectant, c’est-à-dire 

contenant des parasites présents sous forme de sporozoïtes dans ses glandes salivaires. Ces 

formes parasitaires infectieuses sont alors injectées avec la salive dans la circulation sanguine. 

Ils gagnent le foie via la circulation générale où a lieu une première phase de multiplication 

par reproduction asexuée dans les hépatocytes, dite « schizogonie pré-érythrocytaire » ou « 

cycle extra-érythrocytaire » : transformation en schizonte pré-érythrocytaire (« corps bleus ») 

(Figure 3). Cette schizogonie peut être retardée dans certains hépatocytes où les parasites 

restent en attente (hypnozoïtes) entre un et 18 mois pour les espèces P. vivax et P. ovale. Au 

bout de 5 à 8 jours, l’éclatement des schizontes adultes libère des dizaines de milliers de 

mérozoïtes dans la circulation sanguine. Ils vont ensuite envahir les globules rouges et 

conduire à la formation de trophozoïtes (forme en anneau). Ces trophozoïtes évoluent en 

schizontes par reproduction asexuée lors de la «schizogonie érythrocytaire » ou « cycle intra-

érythrocytaire ». La rupture des hématies parasitées libère ensuite des dizaines de milliers de 

nouveaux mérozoïtes dans la circulation sanguine qui vont parasiter d’autres globules rouges 

lors d’un nouveau cycle érythrocytaire. Le développement de tous les parasites est synchrone 

chez un même individu et la libération concomitante des mérozoïtes est à l’origine du pic 

fébrile. La durée du cycle érythrocytaire varie en fonction des espèces plasmodiales et 

détermine l’intervalle entre chaque pic fébrile. Celui-ci est de 48 heures pour P. falciparum, 

P. vivax et P. ovale (fièvre tierce), 72 heures pour P. malariae (fièvre quarte) et seulement 24 

heures pour P. knowlesi. Plusieurs cycles se succèdent ainsi pouvant conduire à un très grand 

nombre d’hématies parasitées. La densité parasitaire est d’ailleurs un critère de gravité de la 

maladie. Après 9 à 11 jours environ, chez P. falciparum, certains parasites érythrocytaires 

asexués évoluent en gamétocytes mâles et femelles lors de la gamétocytogénèse. Les 

gamétocytes sont les formes sexuées transmissibles et infectantes pour le moustique. Elles 

peuvent persister dans la circulation périphérique quelques semaines à plusieurs mois après la 



guérison. Même si les humains hébergent des formes sexuées de parasites, la multiplication 

chez l’Homme, hôte intermédiaire 

gamétocytes ne peuvent poursuivre leur évolution que lorsqu’ils 

anophèles, hôtes définitifs, qui assurent la pérennisation des espèces plasmodiales en réalisant 

le cycle sexué des parasites. 

Figure 3- Cycle de développement de 

Source : White et al. Lancet. 2014 

guérison. Même si les humains hébergent des formes sexuées de parasites, la multiplication 

chez l’Homme, hôte intermédiaire est toujours de type mitotique (asexuée). Ainsi les 

gamétocytes ne peuvent poursuivre leur évolution que lorsqu’ils sont ingérés par des 

qui assurent la pérennisation des espèces plasmodiales en réalisant 

Cycle de développement de Plasmodium falciparum.
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guérison. Même si les humains hébergent des formes sexuées de parasites, la multiplication 

est toujours de type mitotique (asexuée). Ainsi les 

sont ingérés par des 

qui assurent la pérennisation des espèces plasmodiales en réalisant 
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2. DIAGNOSTIC CLINICO-BIOLOGIQUE DU PALUDISME  

Le haut conseil de santé public (HCSP) a rappelé dans un avis rendu le 27 mars 2015 que « le 

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

2.1. Diagnostic clinique 

 

Le paludisme est une affection fébrile aiguë. Chez un sujet non prémunisé, les symptômes 

apparaissent au bout de 7 jours ou plus (généralement 10 à 15 jours) après la piqûre de 

moustique infectante. Les premiers symptômes – fièvre, maux de tête, frissons et 

vomissements – peuvent être modérés et difficiles à attribuer au paludisme. S’il n’est pas 

traité dans les 24 heures, le paludisme à Plasmodium falciparum peut évoluer vers une 

affection sévère parfois mortelle, la forme la plus grave étant le neuropaludisme. Cette atteinte 

cérébrale se caractérise par des troubles de la conscience, une prostration et des convulsions 

(12).  

Le diagnostic du paludisme est donc une urgence médicale : « en France métropolitaine, toute 

fièvre chez un patient de retour d’une zone d’endémie palustre est un paludisme jusqu’à 

preuve du contraire » (13). 

Du fait de la non-spécificité des symptômes, il est difficile de différencier le paludisme des 

autres pathologies tropicales à accès fébrile. L’approche strictement syndromique apparaît 

donc comme peu fiable. En effet, cette pratique a entrainé la prescription excessive 

d’antipaludiques, facteur favorisant l’apparition de résistance aux traitements, ainsi que le 

manque de prise en charge des pathologies non palustres à symptomatologie identique en 

zone endémique (14). 

En 2009, les directives de l’OMS soulignent qu’il est important de confirmer rapidement une 

suspicion de cas de paludisme avant de délivrer un traitement antipaludique adapté en 

procédant, si possible, à un diagnostic de certitude basé sur la recherche des plasmodies (par 

microscopie ou test diagnostic rapide) (15). Un diagnostic précis améliore la gestion des 

maladies fébriles et veille à ce que les médicaments antipaludiques ne soient utilisés que 

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

 

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

paludisme doit être réalisable 24h/24 et les rendus de résultats transmis en moins de quatre 

heures après la réception du prélèvement (16). Il existe plusieurs méthodes pour diagnostiquer 

un accès palustre chez l’Homme. Ces méthodes présentent toutes des avantages et 

inconvénients résumés dans le tableau suivant (Tableau 1). 
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Tableau 1- Caractéristiques des différentes méthodes de diagnostic du paludisme chez l’Homme. 

. Microscopie 
(Frottis mince + goutte épaisse) 

Test de diagnostic rapide (TDR) Biologie moléculaire (PCR) 

R
E

S
U

LT
A

T
S

 

Durée d’exécution et 
délai de rendu de 

résultat 

30 min à 2 heures 
=> Adaptée au diagnostic d’urgence 

10-15min 
=> Adapté au diagnostic d’urgence 

Supérieur à 1 heure 
=> Non adaptée au diagnostic d’urgence 

Interprétation du résultat 

Peu être complexe   
(essentiellement en cas d’infection 

mixte ou de la présence de formes âgées 
ou détériorées par un traitement 

antipaludique) 

Facile Complexe 

Rendu de résultat 
Quantitatif: estimation de la densité 

parasitaire 
Qualitatif 

Quantitatif/semi-quantitatif par les techniques 
de qPCR 

Spécificité 

Diagnostic d’espèce difficile dans 
certains cas : formes âgées ou formes 

détériorées par un traitement 
antipaludique 

Infection mixte 

Résultat faussement positif dans le cas de troubles 
immunologiques (Facteur rhumatoïde ou anticorps 
anti-nucléaire) ou infectieux (dengue, hépatite C, 

toxoplasmose, tuberculose, trypanosomose ou 
schistosomose) 

Performances nettement supérieures pour 
l’identification d’espèce et dans le cas 

d’infection mixte mais pour la plupart ne 
permettent pas de distinguer les formes 

sexuées des formes asexuées. 

Sensibilité 

Frottis mince : 100 à 300 parasites/µl 
Goutte épaisse: 5 à 10 parasites/µl 

Résultat faussement négatif dans le cas 
de faible parasitémie ou d’infection 

mixte 

> 100 parasites/µl pour P.falciparum 
Meilleur performance de Pf-HRP2 > pf-LDH 
Sensibilité limitée pour les espèces autre que 

Plasmodium falciparum 
Résultat faussement négatif dans le cas de faible 

parasitémie ou d’infection mixte. 

Entre 1 et 0,005 parasites/µl 

Suivi de traitement Oui 
Seulement possible en cas de recherche des antigènes 

pLDH (non pour Pf-HRP2) 
Non adapté (délai de clairance de l’ADN  
>30jours après traitement bien conduit) 
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Tableau 1- Caractéristiques des différentes méthodes de diagnostic du paludisme chez l’Homme (suite) 

 
 

Microscopie 
(Frottis mince + goutte épaisse) 

Test de diagnostic rapide (TDR) Biologie moléculaire (PCR) 

T
E

C
H

N
IQ

U
E

 

Infrastructure - 
Matériel 

Infrastructure adaptée (laboratoire) 
Entretien et maintenance des microscopes 

Alimentation électrique nécessaire 

Aucune infrastructure nécessaire 
Pas d’entretien ni de maintenance 

Aucune alimentation électrique nécessaire 

Infrastructure adaptée (laboratoire) 
Entretien et maintenance des thermocycleurs 

Alimentation électrique nécessaire 

« Stabilité » de la 
technique 

Pas de facteur limitant 
Vulnérabilité des TDR à des températures élevées et à 

l’humidité 
=> Condition de transport et de stockage à maitriser 

Conservation des réactifs à maitriser 

Personnel compétent 
et formation exigée 

Qualification des microscopistes et 
formation nécessaire (surtout en zone non 

endémique) 
Exécution facile et formation rapide 

Qualification des techniciens et  
formation nécessaire 

Standardisation de la 
technique 

Oui (Protocole de coloration – lecture de 
frottis mince et goutte épaisse : manuel 

microscopiste OMS) mais difficile 
(opérateur dépendant) 

Oui - Programme d’évaluation des performances des 
TDR (FIND + OMS) 

Non (techniques  diverses et variées) 

Coût Acceptable Limité Elevé (thermocycleurs- réactifs) 

C
O

N
C

LU
S

IO
N

S
 

Points forts/apports 
majeurs de chaque 

technique 

Technique de référence  
Association d’une technique sensible, la 

goutte épaisse et d’une technique 
permettant de faire le diagnostic d’espèce et 

estimer la parasitémie, le frottis mince. 
Zone d’endémie palustre: autres parasitoses 

visibles au frottis mince: babésiose, 
trypanosomose, microfilaire. 

Permet de diagnostiquer un accès palustre dans les 
zones reculées faiblement ou non équipées 

Permet de limiter les traitements antipaludiques aux 
accès palustres documentés. 

Valeur prédictive négative élevée, du fait de 
sa bonne détectabilité : résultat négatif 

permet d’écarter un accès palustre évolutif au 
moment du prélèvement 

Projet de recherche – projet épidémiologique 
(porteur asymptomatique) 
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2.2.1.1. Examen microscopique 

 

Le diagnostic microscopique est considéré comme la technique de référence. L’OMS le 

maintient comme technique de référence dans les zones où sa réalisation à un niveau de 

qualité suffisant est possible. C’est un diagnostic de certitude qui repose sur la mise en 

évidence des formes érythrocytaires de Plasmodium grâce à l’observation microscopique d’un 

prélèvement de sang périphérique du patient. Le sang est recueilli sur un tube avec 

anticoagulant type EDTA ou ACD (pas d’héparine). Il existe deux techniques différentes et 

complémentaires pour observer les parasites : le frottis mince et la goutte épaisse (16).  

2.2.1.1.1. Le frottis mince 

 

Le frottis mince est effectué en étalant 

quelques microlitres de sang sur une lame de 

verre afin d’obtenir une seule couche 

cellulaire. Après séchage, la lame est colorée 

avec la méthode May-Grünwald- Giemsa 

(MGG) ou d’abord fixée au méthanol puis 

colorée au Giemsa. Les parasites, colorés en 

rouge (noyau) et en bleu (cytoplasme), sont 

observables au microscope et retrouvés à 

l’intérieur des hématies.  

Cette méthode est la plus adaptée pour l’identification du stade et de l’espèce parasitaire en 

cause. Le seuil de détection est compris entre 100 et 300 parasites/µl selon le niveau 

d’expertise du lecteur. Selon les préconisations, la lecture avec huile à immersion doit être 

effectuée pendant au minimum 20 minutes sur 100 à 200 champs et poursuivie jusqu’à 30 

minutes avant de rendre un résultat négatif. Cette lecture permet de déterminer la parasitémie. 

La prise d’antipaludique(s) modifie la morphologie parasitaire et peut être responsable 

d’erreur de diagnostic, préjudiciable car les mesures thérapeutiques prises pourraient s’avérer 

insuffisantes (16).  

 

 

 

Figure 4- Trophozoïtes de P. falciparum lors 
de l’observation d’un frottis au microscope à 
immersion (Coloration MGG). 

Source: IPG 
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2.2.1.1.1. La goutte épaisse 

 

Il s’agit d’une technique manuelle de concentration sans étalement qui utilise un volume de 

sang deux fois plus élevé que le frottis ce qui permet d’augmenter la quantité de sang 

examinée  par un facteur 20 ou 30. Ceci améliore ainsi la sensibilité analytique de l’examen 

(seuil d’environ 5 à 10 parasites/µl après l’observation de 100 champs  microscopiques avec 

15 à 20 leucocytes par champs) (17).  

Cette technique est plus longue et délicate que le frottis : il faut d’abord défibriner le sang (en 

y appliquant des mouvements circulaires), le sécher puis le colorer au Giemsa 

(déshémoglobinisation).  

L’aspect des parasites ne permet pas d’identifier facilement l’espèce. Le comptage des 

parasites se fait en prenant comme référence les cellules leucocytaires et comme unité de 

mesure le nombre de parasites/µl. Cent champs microscopiques sont observés au minimum 

avant de rendre un résultat négatif (16). 

 

Dans les zones à faibles ressources économiques, le diagnostic microscopique est difficile à 

maintenir à un haut niveau de performances. Il est alors peu sensible et peu spécifique dû au 

manque de formation des manipulateurs, principalement dans les cas de faibles parasitémies 

ou d’infections mixtes. Par ailleurs, le maintien des microscopes en état de fonctionnement 

optimal est compliqué (18). Enfin, P. falciparum peut être séquestré dans les capillaires 

sanguins et donc par intermittence absent du sang périphérique. Dans ce cas, il peut être 

difficilement détectable en microscopie. 

 

2.2.1.2.   Diagnostic par biologie moléculaire 

 

Les techniques d’amplification génique, dont la sensibilité est plusieurs fois supérieure à la 

microscopie et aux tests de diagnostic rapides (TDR), sont d’usage de plus en plus courant 

dans le paludisme d’importation et dans des études nécessitant un dépistage actif des patients 

porteurs de parasites (19). 

La première description d’une technique de biologie moléculaire dans le paludisme remonte à 

1993 (20). Les techniques de réaction de polymérisation en chaine (PCR) se sont ensuite 

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

On dispose aujourd’hui d’un nouveau type de test moléculaire basé sur la technique 



d’amplification isotherme induite par boucle (LAMP) qui nécessite un matériel plus simple et 

demande moins de temps qu’une PCR conventionnelle

Sur le plan de la sensibilité, la PCR

épaisse, les seuils de sensibilité annoncés pouvant 

détection de P. falciparum. 

performances supérieures aux autres techniques pour l’identification d’espèce, surtout utile 

pour distinguer les espèces autres que 

Cependant elle ne distingue généralement pas les formes asexuées des formes sexuées. 

L’apport de la PCR notamment LAMP

permet par un résultat négatif d’écarter un accès palustre évolutif et de limiter largement le 

temps passé à la lecture des lames négatives 

d’endémie lors d’une épidémie d’arboviroses ou 

rares. Les délais d’exécution actuels de la plupart des PCR hormis pour la technique LAMP 

ne sont pas compatibles avec le diagnostic d’urgence. De plus, ces techniques souffrent d’une 

absence de standardisation (13)

 

2.2.1.3. Tests immunochromatographique

 

On les décrit comme des dispositifs diagnostiques de détection d’antigènes 

immunochromatographie avec migration 

médicaux reconnus par les autorités de réglementation pharmaceutique du monde entier. 

 

2.2.1.3.1. Anatomie du test 

 

Les TDR peuvent se présenter sous 

différentes formes : une cassette (

une bandelette réactive à plonger dans u

tube, un hybride ou une carte. 

 

 

 

 

fication isotherme induite par boucle (LAMP) qui nécessite un matériel plus simple et 

demande moins de temps qu’une PCR conventionnelle (19).  

plan de la sensibilité, la PCR permet de gagner 1 à 3 Log10 par rapport à la goutte 

de sensibilité annoncés pouvant aller de 1 à 0,005  parasites / 

. Sur le plan de la spécificité, la plupart des PCR ont

performances supérieures aux autres techniques pour l’identification d’espèce, surtout utile 

pour distinguer les espèces autres que P. falciparum et dans le cas d’infections mixtes. 

e distingue généralement pas les formes asexuées des formes sexuées. 

notamment LAMP tient dans sa valeur prédictive négative élevée qui 

permet par un résultat négatif d’écarter un accès palustre évolutif et de limiter largement le 

passé à la lecture des lames négatives notamment comme par e

d’endémie lors d’une épidémie d’arboviroses ou hors zones d’endémie quand les cas sont 

Les délais d’exécution actuels de la plupart des PCR hormis pour la technique LAMP 

ont pas compatibles avec le diagnostic d’urgence. De plus, ces techniques souffrent d’une 

(13). 

immunochromatographiques dits « de diagnostic rapide

On les décrit comme des dispositifs diagnostiques de détection d’antigènes 

immunochromatographie avec migration latérale. Ils appartiennent à la classe de

par les autorités de réglementation pharmaceutique du monde entier. 

Anatomie du test  

TDR peuvent se présenter sous 

: une cassette (Figure 5), 

une bandelette réactive à plonger dans un 

 

Figure 5- Représentation schématique d'un TDR 
en cassette.
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fication isotherme induite par boucle (LAMP) qui nécessite un matériel plus simple et 

r rapport à la goutte 

aller de 1 à 0,005  parasites / µl pour la 

plupart des PCR ont des 

performances supérieures aux autres techniques pour l’identification d’espèce, surtout utile 

et dans le cas d’infections mixtes. 

e distingue généralement pas les formes asexuées des formes sexuées. 

sa valeur prédictive négative élevée qui 

permet par un résultat négatif d’écarter un accès palustre évolutif et de limiter largement le 

comme par exemple en zone 

’endémie quand les cas sont 

Les délais d’exécution actuels de la plupart des PCR hormis pour la technique LAMP 

ont pas compatibles avec le diagnostic d’urgence. De plus, ces techniques souffrent d’une 

de diagnostic rapide » (TDR). 

On les décrit comme des dispositifs diagnostiques de détection d’antigènes in vitro par 

classe des dispositifs 

par les autorités de réglementation pharmaceutique du monde entier.  

Représentation schématique d'un TDR 
en cassette. 

Source : FIND © Guide pour 
 l’exécution des TDR 
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Ils sont composés d’une membrane de nitrocellulose sur laquelle on retrouve (Figure 6a et 

Figure 5) :  

� Une fenêtre de test ou zone de lecture: la nitrocellulose à cet endroit contient des « 

anticorps de capture » (habituellement des immunoglobulines M ou G monoclonales 

d’origine animale). Ils sont de deux types :  

� Les anticorps spécifiques de l’antigène cible du TDR qui constituent la bande test.  

� Les anticorps ciblant les anticorps marqués par un colorant (anticorps marqués) qui 

constituent la bande témoin/contrôle.  

� Une zone de dépôt pour le sang : sang d’origine capillaire prélevé au bout du doigt du 

patient, ou sang veineux.  

� Une zone de dépôt pour la solution tampon : à ce niveau se trouve les « anticorps signaux 

», anticorps marqués par un colorant et libres qui se fixent sur l’antigène plasmodial 

recherché par le TDR formant ainsi un complexe anticorps-antigène.  

Dans certains tests, les agents permettant la lyse des globules rouges peuvent également 

être présents au niveau de la zone de dépôt (21).  

Une solution tampon accompagne le test. Elle peut contenir les agents de lyse et un tampon 

entrainant la migration des anticorps libres ou du complexe anticorps-antigène jusqu’à la zone 

test sur laquelle sont fixés des anticorps de capture. 

2.2.1.3.2.  Principe des TDR 

 
Figure 6- Principe d'un test immunochromatographique. 

Source: Bell et al. Nature reviews microbiology - 2006
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Phase 1 : Hémolyse et reconnaissance de l’antigène par l’anticorps marqué (Figure 6b) 

Une fois le sang transféré dans le puits d’échantillon, la première étape du test consiste à 

mélanger le sang du patient avec un agent lysant dans le même puits ou dans un puits 

différent (tampon). La rupture des hématies qui en résulte libère davantage la protéine 

plasmodiale recherchée. L’anticorps marqué, présent dans le puits ou sur la bandelette peut 

alors se fixer sur l’antigène cible et formé un complexe antigène-anticorps. 

Phase 2: Migration du complexe antigène-anticorps et de l’excès d’anticorps marqué 

libre le long de la bandelette de nitrocellulose (Figure 6b) 

Le sang et le tampon déposés sur la bandelette ou dans le puits se mélangent avec l’anticorps 

marqué et sont entraînés le long de la bandelette jusqu’aux lignes d’anticorps fixés. 

Phase 3. Fixation aux lignes test et témoin (Figure 6c) 

Si l’antigène est présent, le complexe anticorps-antigène marqué est piégé sur la ligne test. Le 

reste des anticorps marqués est piégé sur la ligne témoin. Si suffisamment d’anticorps 

marqués s’accumulent, le marqueur coloré devient visible à l’œil nu et forme une mince ligne. 

La ligne contrôle est un témoin de la bonne migration des protéines plasmodiales le long de la 

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

2.2.1.3.3. Les différents types de TDR 

Depuis leur développement dans le début des années 2000, le nombre de kit commerciaux 

visant à diagnostiquer le paludisme n’a cessé de croître et atteint aujourd’hui plusieurs 

dizaines.  

Ces kits diffèrent de par : i) les antigènes ciblés, ii) le nombre d’antigènes recherchés, et iii) 

les industriels qui les commercialisent et les ont mis au point. 

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

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

- la lactate déshydrogénase (LDH) ; 

- l’aldolase. 

Ces protéines synthétisées par les plasmodies sont identifiées à l’aide d’anticorps de capture 

qui ciblent des antigènes communs à plusieurs espèces plasmodiales comme l’aldolase ou la 

pan-pLDH permettant d’écarter ou de confirmer le diagnostic d’accès palustre sans préciser 

l’espèce (bande dite Pan, aspécifique) ou des antigènes spécifiques d’une seule espèce 

comme par exemple Pf-HRP2 signant un accès à P. falciparum ou Pv-pLDH un accès à P. 

vivax. (Tableau 2). 



Tableau 2- Les différentes cibles antigéniques en fonction des espèces plasmodiales.

Espèces 
plasmodiales  Pf-HRP2  

P. falciparum  x  
P.  vivax  
P. malariae   
P. ovale   
P. knowlesi   
HRP2: protéine 2 riche en histidine;  pLDH: lacta
espèces de Plasmodium; Pvom: Antigène spécifique de Plasmodium 

Les différents types de TDR disponibles sur le marché peuvent être

- Simples, à deux bandes, une contrôle et une ciblant un antigène

- Combinés, à plusieurs bandes,

o A trois bandes (

une autre bande de spécificité variable.

anticorps anti-PfHRP2 ou Pf

être associée une bande non spécifique d’espèces (bande 

ou anti-aldolase), ou une spécifique d’espèces

d’espèces).  

o A quatre bandes où l’on 

d’anticorps : i) bande contrôle, ii) 

non spécifique d’espèce (bande 

falciparum.  

 
 

Figure 

 

Négatif 

Les différentes cibles antigéniques en fonction des espèces plasmodiales. 

pLDH  

Pf-pLDH  
Pan-

pLDH 
Pvom-
pLDH  

Pv-pLDH 

x  x    
 x  x  
 x  x   
 x  x   
 x    

riche en histidine;  pLDH: lactate-déshydrogénase plasmodiale; Pf: Plasmodium falciparum
Antigène spécifique de Plasmodium vivax, ovale et malariae; Pv: Plasmodium 

Les différents types de TDR disponibles sur le marché peuvent être : 

Simples, à deux bandes, une contrôle et une ciblant un antigène, 

Combinés, à plusieurs bandes, 

A trois bandes (Figure 7): une bande contrôle, une bande spécifique de Pf, et 

une autre bande de spécificité variable. Pour la détection de 

PfHRP2 ou Pf-pLDH peuvent être utilisés. A cette bande, peut 

être associée une bande non spécifique d’espèces (bande Pan

aldolase), ou une spécifique d’espèces (ex : anti

bandes où l’on peut retrouver l’association des 

i) bande contrôle, ii) spécifique de P. falciparum 

non spécifique d’espèce (bande Pan) et, iv) spécifique d’espèce non 

Figure 7- Exemple d'interprétation des TDR. 

Positifs 

Pf ou mixte Autres que Pf 

Invalides 
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Aldolase  
pLDH  

x  
x  x  

x  
x  
x  

falciparum; pan : ensemble des 
lasmodium vivax. 

): une bande contrôle, une bande spécifique de Pf, et 

Pour la détection de P.falciparum les 

pLDH peuvent être utilisés. A cette bande, peut 

Pan = anti-pan-pLDH 

: anti-pLDH spécifique 

l’association des trois types 

falciparum (bande Pf), iii) 

spécifique d’espèce non 
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Des critères de choix du test adéquat ont été définis par l’OMS (21). Pour choisir un TDR du 

paludisme approprié avant son déploiement, il faut d’abord définir le cadre d’utilisation du 

test en répondant à trois questions : quoi, où et qui ?  

1) Quoi ? Quelles espèces parasitaires sont présentes et donc quels antigènes devront être 

ciblés ? 

• Infection à P. falciparum uniquement ou mixte (Pf et non-Pf) 

• Infection à Pf et non Pf (espèce unique) 

• Infection à P. vivax uniquement 

• Présence confirmée de l’antigène ciblé chez les parasites de la zone 

Les pays ont ainsi été classés en trois zones en fonction de l’épidémiologie du paludisme 

auxquels ils font face (21) : 

- La zone 1, dans laquelle P. falciparum est prédominant et où les espèces non falciparum 

sont à l’origine d’infections mixtes avec P. falciparum (cette zone recouvre la plupart des 

régions de l’Afrique subsaharienne ainsi que les basses terres de la Papouasie-Nouvelle-

Guinée). Il est recommandé dans ces zones d’utiliser des TDR qui ne détectent que P. 

falciparum. 

- La zone 2, dans laquelle les infections par P. falciparum et non falciparum se manifestent 

fréquemment sous la forme d’infections monospécifiques (cette zone recouvre la plupart des 

régions d’endémie de l’Asie et des Amériques, y compris le plateau des Guyanes ainsi que 

certaines zones isolées de l’Afrique, notamment les hauts plateaux éthiopiens). Il est 

recommandé dans ces zones d’utiliser des TDR combinés dépistant toutes les espèces et 

distinguant les infections à P. falciparum des autres mais pas des TDR qui ne détectent que P. 

falciparum, car cela signifierait que les sujets négatifs sont traités par la chloroquine pour une 

éventuelle infection à P. vivax au lieu d’être reconnus comme n’étant pas des cas de 

paludisme. 

- La zone 3, dans laquelle ne se produisent que des infections par des espèces non falciparum 

(principalement P. vivax dans certaines régions de l’Asie orientale, de l’Asie centrale et 

d’Amérique du Sud et ailleurs, dans des zones de hauts plateaux). Il est recommandé dans ces 

zones d’utiliser des TDR qui ne détectent que les espèces présentes. 

2) Où ? - Expositions à de hautes températures (exemple : milieu tropical, dans ce cas les 

TDR basés sur Pf-HRP2 sont les plus adaptés car ils sont thermostables) ou environnement à 

température contrôlée y compris pendant le transport et le stockage. 
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3) Qui ? Personnel mettant en œuvre les TDR : personnel de laboratoire ou agents de santé 

hors laboratoire. 

Compte tenu du nombre important et croissant de kits commerciaux développés, l’OMS a mis 

en place un système d’évaluation standardisé des performances des kits de manière à aider les 

décideurs de santé publique à choisir le meilleur test en fonction de ses performances et de 

l’épidémiologie du paludisme dans la zone.  

En pratique, pour évaluer et comparer l’efficacité des différents tests de diagnostic rapide du 

paludisme disponibles sur le marché l’OMS intervient par le biais de son programme 

scientifique collaboratif pour la recherche et la formation concernant les maladies tropicales 

(aussi appelé TDR) et la Fondation pour l’innovation en matière de nouveaux produits 

diagnostiques (FIND). Ainsi un programme d’évaluation des TDR a été lancé en 2008. Les 

résultats des évaluations constituent désormais la base des critères d’achat des kits et de leur 

éligibilité ou pas à des financements majeurs de lutte contre le paludisme (Fond Mondial de 

lutte contre le sida, la tuberculose et le paludisme, les gouvernements nationaux et les 

organisations non gouvernementales…). L’évaluation est destinée à fournir des données 

comparatives sur les performances des lots de production de chaque produit soumis. Seuls 

sont recommandés les produits réunissant les quatre critères de performances suivant : i) un 

score de détection sur le panel de P. falciparum (200 plasmodies/µl) supérieur à 75% ii) idem 

pour P. vivax, iii) un taux de faux positif inférieur à 10% et, iv) un taux de tests non valables 

inférieur à 5%. D’autres aspects comme la facilité d’emploi et la stabilité thermique sont 

également évalués.  

Pour faire le choix du bon kit en prenant en compte tous ces aspects, les programmes 

nationaux ont à leur disposition un guide interactif mis en ligne par l’organisation FIND sur 

son site internet : 

(http://www.finddiagnostics.org/programs/malaria/find_activities/product_testing/malaria-rdt-

product-testing/). 

Ces évaluations régulières ont également poussé les industriels à développer des tests de plus 

en plus robustes et sensibles. Elles sont le moteur des progrès généraux dans la qualité et la 

fiabilité de ces derniers. Le dernier programme d’évaluation, série 7 (2015-2016) vient d’être 

publié (22). En plus des performances déterminées lors des tests, il est important de se référer 

aux études de terrain menées sur les populations parasitaires locales concernées qui ont 

permis de définir la sensibilité et la spécificité des kits en situation et de tenir compte de 

l’expérience d’utilisation acquise dans le pays concerné.   
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Pour revenir aux protéines plasmodiales ou cibles antigéniques, à savoir la PfHRP2, la pLDH 

et l’aldolase, elles sont produites au cours du cycle de développement des plasmodies chez 

l’Hôte humain (Figure 8). 

 

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

 

� L’aldolase : une protéine pan-plasmodiales (commune à toutes les espèces de 

plasmodies) 

L’aldolase est une enzyme clé du cycle du glucose, commune aux cinq espèces de 

Plasmodium contaminant l’Homme. L’aldolase est retrouvée dans les membranes des stades 

schizontes. Il n’a pas été observé de souches non sécrétrices d’aldolase. Cet antigène commun 

aux cinq espèces de Plasmodium est une cible détectée par certains tests de diagnostic rapide 

et combinée à la recherche d’un antigène spécifique de P. falciparum. 

Une des limites de ce type de test mise en évidence par plusieurs études est sa réactivité 

fréquemment mise en défaut pour détecter P. ovale et sa sensibilité modérée dans la détection 

de P. malariae alors que sa capacité à détecter P. falciparum et P. vivax est bonne (17).  

A noter qu’une aldolase spécifique de P. vivax (iso-enzyme) est utilisée par quelques 

fabricants de TDR (16). 

 

 

 

Source: Bell et al. Nature reviews microbiology - 2006 
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� La p-LDH : Protéine lactate déshydrogénase plasmodiale: une protéine pan 

plasmodiale mais pas que  

La Plasmodium lactate déshydrogénase est une enzyme présente chez toutes les plasmodies 

humaines. Cette enzyme qui est la dernière enzyme impliquée dans le cycle du glucose est 

synthétisée par les stades érythrocytaires asexués et les gamétocytes matures.  

Les isoformes des lactate-déshydrogénases plasmodiales peuvent être différenciées des LDH 

humaines par leurs épitopes antigéniques ainsi que leurs caractéristiques enzymatiques.  

Cela a été démontré pour P. falciparum, P. malariae, P. ovale et P. vivax qui synthétisent des 

isoformes de pLDH avec des épitopes propres à chaque espèce et des épitopes communs aux 

différentes espèces permettant ainsi leur détection par anticorps monoclonaux spécifiques de 

chaque espèce ou commun.  

Les études génétiques ont montré que le gène de la pLDH est constitué de séquences 

conservées entre les espèces et de séquences variables entre espèces, voire entre sous-espèces: 

ces variabilités expliquent l’efficacité variable de la détection de la pLDH selon les espèces 

pour un même anticorps monoclonal.  

La pLDH est produite par des parasites viables. Par conséquent sa recherche peut être utilisée 

pour suivre l’efficacité d’un traitement anti paludique (17). 

Il existe des isoformes spécifiques d’espèce(s) plasmodiale(s) : 

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

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

• la lactate déshydrogénase spécifique de P. vivax, P. ovale et P. malariae 

(pLDHPvom) 

Les limites des tests ciblant ces protéines sont : une diminution de sensibilité avec les faibles 

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

 

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

PfHRP2 est une protéine soluble de 30kDa, stable à la chaleur, synthétisée uniquement par 

Plasmodium falciparum à tous les stades érythrocytaires et par les gamétocytes jeunes. La 

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

infecté (Figure 8). Le rôle exact de cette protéine est inconnu mais elle semble agir comme 

une hème polymérase qui détoxifie l’hème libre issue de la dégradation de l’hémoglobine de 

l’hôte en hémozoïne inactive (pigment malarique) dans la vacuole parasitophore (17). 

Cette protéine, codée par le gène pfhrp2 situé dans la région sub-télomérique du chromosome 

8 (Figure 9), contient de multiples répétions de motifs d’acides aminés composés d’histidine 
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et d’alanine formant des motifs standard tels que: AHHAHHAAD (type 2) et AHHAAD (type 

7). Ces motifs induisent une grande variabilité de la protéine et permettent la détection de la 

protéine par de nombreux anticorps différents (23, 24). Les TDR basés sur Pf-HRP2 ont pour 

avantages d’avoir une bonne sensibilité et spécificité pour Plasmodium falciparum et d’avoir 

une meilleure stabilité thermique. En 2010 Baker et al. décrivent un grand polymorphisme 

dans la structure du gène pfhrp2 mais concluent que la diversité protéique associée ne semble 

pas être une cause majeure de variation de sensibilité des TDR (24).  

 
Figure 9– Représentation schématique du gène pfhrp2. 

De plus, il est décrit une corrélation positive entre la concentration de cette protéine dans le 

sang, la densité parasitaire et la sévérité clinique (13). Ainsi, Pf-HRP2 pourrait être utilisée 

comme biomarqueur de la sévérité/gravité d’un accès palustre (25). Cependant elle reste 

circulante longtemps après la mort/disparition des parasites. Ainsi les TDR basés sur Pf-

HRP2 ne peuvent donc pas être utilisés dans le suivi de l’efficacité thérapeutique des 

antipaludiques car la protéine persiste jusqu’à 28 jours dans le sang périphérique après 

l’élimination du parasite (23). 

Par ailleurs, ces tests ont plusieurs limites. Il existe des réactions croisées avec la protéine Pf-

HRP3, qui a une composition en acides aminés proche de Pf-HRP2 pouvant donc être 

reconnue par les anticorps anti-Pf-HRP2. En cas de forte parasitémie, l’excès d’antigène peut 

entrainer un résultat faussement négatif ou faiblement positif, appelé effet prozone. Ce 

phénomène est dû à la saturation des anticorps fixés sur la membrane, par l’excès d’antigènes 

libres entrainant un défaut de capture des complexes antigènes - anticorps marqués et donc un 

défaut de détection (23). Enfin, les programmes d’évaluations et certains auteurs ont décrit 

une absence totale ou partielle de production de la protéine PfHRP2 par certains isolats de P. 

falciparum due à une délétion du gène pfhrp2 codant pour cet antigène (26, 27). Ainsi, lors 

d’un accès palustre à P. falciparum impliquant des parasites délétés au niveau du gène pfhrp2, 

le risque est d’étiqueter à tort l’accès à P. vivax. Le patient serait alors traité par chloroquine 

alors que dans certaines zones, des parasites résistants existent (20 à 30% de parasites 

chloroquino-résistants sur plateau des Guyanes) (28).  

 



38 

Du fait de l’existence de tels parasites à l’échelle mondiale et compte tenu de l'impact en 

termes de santé publique et de prise en charge, ce problème a retenu l’attention de l’OMS. En 

effet, pour sa huitième série d’évaluation des TDR, l’OMS a choisi d’ajouter des souches 

délétées pour le gène pfhrp2 et de tester parmi les 35 TDR en évaluation, dix spécifiques de 

P. falciparum non basés sur Pf-HRP2 (29). L’OMS recommande aussi une surveillance 

attentive de la prévalence des parasites délétés en zones d’endémie. Pour ce faire, les 

procédures standardisant cette surveillance décrivent trois étapes : i) établir une preuve initiale 

de la présence de parasites délétés, ii) établir une confirmation de la délétion chez les isolats 

en question, iii) établir la prévalence des parasites délétés dans la zone donnée (27,30,31). La 

confirmation de la délétion doit se faire au niveau génétique en analysant les deux parties du 

gène pfhrp2, la jonction exon 1-2 et l’exon 2, ainsi que ses gènes adjacents sans plus de 

précisions sur la partie du gène adjacent à analyser. En analysant ces deux parties du gène 

ainsi que les gènes adjacents, il est possible de caractériser l’ensemble des délétions de pfhrp2 

et plus particulièrement les points de cassure dans le génome définissant l’extension des 

régions délétées (27). Les points de cassures se situent préférentiellement dans la partie amont 

du gène, au niveau de la région subtélomérique du chromosome 8 (Figure 10). 

 
Figure 10- Points de cassures sur le chromosome 8. 

Source: Cheng et al.MJ – 2014 (27) 
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Compte tenu de la cross-réactivité de la protéine Pf-HRP3 avec les TDR basés sur Pf-HRP2, 

du fait de la présence entre autres des motifs 1 et 2 dans les deux protéines, il est également 

demandé d’étudier la jonction exon 1-2 et l’exon 2 du gène pfhrp3, ainsi que ses gènes 

adjacents. D’autres analyses génétiques sont également requises, au minimum l’amplification 

de deux gènes présents en monocopie dans le génome de P. falciparum pour s’assurer de la 

qualité de l’ADN analysé et de l’absence de faux négatif de ce fait. La confirmation au niveau 

protéique de l’absence d’antigène Pf-HRP2, par dosage ELISA ou par une deuxième marque 

de TDR, est optionnelle (31).  

Enfin, les activités d’enquêtes et de surveillance de la prévalence des parasites délétés doivent 

d'abord cibler les pays où des délétions ont été identifiées, ainsi que les pays frontaliers.  

 

2.2.1.3.4. Epidémiologie des parasites délétés pour les gènes pfhrp2 et 3 

 

En 2007, dès que les premiers parasites délétés ont été identifiés, le signal d’alerte a été 

donné. En effet, dans la région de Loreto, au Pérou amazonien, 41% de parasites délétés pour 

le gène pfhrp2, 70% de délétion pour le gène pfhrp3 et 22% de parasites doubles délétés sur 

148 isolats sélectionnés ont été mis en évidence entre 2003 et 2007 (26).  

Depuis, plusieurs études ont été conduites en Amérique du Sud de manière à caractériser la 

zone de circulation de ces parasites délétés (Tableau 3). 
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Tableau 3- Prévalence des délétions des gènes pfhrp2 et pfhrp3 chez Plasmodium falciparum en Amérique du Sud.  

Pays Régions Années 

E
ffe

ct
if

 

Pfhrp2 Pfhrp3 % double 
délétion 

Références 
% délétion Exon PCR % délétion Exon PCR 

PEROU 

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) 

Loreto 2003-2007 148 41% 
Jonction 1-2 Simple 

70% 
Jonction 1-2 Simple 

22% (26) 
Exon 2 (9 isolats) Nichée Exon 2(9 isolats) Nichée 

Loreto 2010-2011 74 26% 
Jonction 1-2 Simple 

46% Exon 2 Simple 26% (33) 
Exon 2 Nichée 

COLOMBIE  

Cordoba, Valle del Cauca, Narino, 
Amazonas, Guaviare, Meta  

1999-2001 100 18% Jonction 1-2 Nichée 52% Jonction 1-2 Nichée 13% (34) 

2003-2010 253 6% Jonction 1-2 Nichée 42% Jonction 1-2 Nichée 6% (35) 

Antioquia, Choco, Valle del Cauca, 
Cauca, Narino, Guaviare, Amazonas  

2011-2012 112 0% Jonction 1-2 Nichée 45% Jonction 1-2 Nichée 0% (35) 

BRESIL  

Para 2011-2012 59 0% 
Jonction 1-2 Nichée 

51% Exon 2 Nichée 0% 

(36) 

Exon 2 Nichée 

Rondônia 2010-2011 60 3% 
Jonction 1-2 Nichée 

18% Exon 2 Simple 3% 
Exon 2 Nichée 

Acre 2012 79 32% 
Jonction 1-2 Nichée 

38% Exon 2 Simple 27% 
Exon 2 Nichée 

BOLIVIE  Beni 2010 25 4% 
Jonction 1-2 Nichée 

68% Exon 2 Simple 0% (36) 
Exon 2 Nichée 

HONDURAS Puerto Lempira 2008-2009 68 0% Jonction 1-2 Nichée 44% Jonction 1-2 Nichée 0% (37) 

GUYANE  Totalité 2009-2011 221 0% 
Jonction 1-2 Simple 

5% Exon2 Simple 0% (38) 
Exon 2 Simple 

SURINAME  
Para, Brokopondo, Sipaliwini, 

Marowijne  
2009-2011 78 14% Jonction 1-2 Nichée 4% Jonction 1-2 Nichée 2,6% (39) 

GUYANA   

Barima-Waini, Cuyuni-Mazaruni, 
Potaro-Siparuni, Essequibo Islands- 
West Demerara, Upper Demerara-

Berbice 

2010 97 0% Jonction 1-2 Nichée 0% Jonction 1-2 Nichée 0% (39) 

ND : Non déterminé.



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 

 
 

 

Figure 11- Localisation des parasites délétés p

En résumé, ces parasites délétés semblent être présents en Amérique du Sud essentiellement 
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brésilien d’Acre (Figure 11). 

temps. Dans ces régions, un nombre conséquent de parasites doubles délétés (pour les gènes 

pfhrp2 et pfhrp3) a également été mi

Côté est amazonien incluant le plateau des Guyanes, 

pour le gène pfhrp2 entre les an

(n=78). Aucune délétion n’a été observée en Guyane ou au Guyana autour de l’année 2010 

(Tableau 3).  

 

Dans le reste du monde, sur le continent asiatique, peu de parasites délétés ont été décrits. Une 

faible prévalence des délétions 

frontière Chine-Birmanie (41)

Sur le continent africain, les premiers parasites délétés pour les gènes 

dans les années 2012-2013 dans l’ouest africain, au Mali et au Sénégal avec une

Colombie 

(1999-2012) 

0 - 18% 

42 - 52% 

0% - 13% 

Pérou 

(1998-2011) 

21 - 41% 

46 - 70% 
22 - 26% 

Honduras

(2008

0%

44%

0%

Source: OMS 2017 (31) 
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d’environ 2% (Figure 12) (42,43)

l’Afrique, avec des prévalences faibles entre 1,6% 

Rwanda (n=32/3291) (44). De plus fortes prévalences pouvant aller 

Démocratique du Congo (45)

décrites. Dernièrement, de nouveaux cas de parasites délétés ont été rapportés au 

Mozambique, au Kenya ou encore au Bangladesh 
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Que ce soit en Amérique du Sud ou en Afrique, il semblerait que ce phénomène d’apparition 

de parasites délétés soit un phénomène dynamique qui fluctue dans le temps et qui impose une 

surveillance constante dans les zones où les tests de diagnostic rapide sont utilisés pour 

diagnostiquer le paludisme. Cette surveillance doit se faire selon le protocole publié par 

l’OMS afin d’estimer la prévalence des délétions 

ayant présenté un accès palustre à 

guide, l’OMS définit également les effectifs minimums requis

 

 

(42,43). Depuis, des parasites délétés ont été rapportés dans l’est de 

l’Afrique, avec des prévalences faibles entre 1,6% en Ouganda (n=25/1493) 

De plus fortes prévalences pouvant aller de 6,4% en République 

(45) et jusqu’à plus de 9% en Erythrée (46) 

décrites. Dernièrement, de nouveaux cas de parasites délétés ont été rapportés au 

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

12- Pays d'Afrique où des cas de parasites délétés 
pour pfhrp2/3 (en orange) ont été rapportés. 

Que ce soit en Amérique du Sud ou en Afrique, il semblerait que ce phénomène d’apparition 

de parasites délétés soit un phénomène dynamique qui fluctue dans le temps et qui impose une 

surveillance constante dans les zones où les tests de diagnostic rapide sont utilisés pour 

Cette surveillance doit se faire selon le protocole publié par 

l’OMS afin d’estimer la prévalence des délétions pfhrp2/3 parmi les échantillons de patients 

ayant présenté un accès palustre à P. falciparum et ayant un TDR faussement négatif. Dans ce 

guide, l’OMS définit également les effectifs minimums requis lors de cette surveillance

Source: OMS-2017 (31) 
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Que ce soit en Amérique du Sud ou en Afrique, il semblerait que ce phénomène d’apparition 
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lors de cette surveillance (47). 



3 EPIDEMIOLOGIE et DIAGNOSTIC DU PALUDISME SUR LE 

PLATEAU DES GUYANE

Le plateau des Guyanes constitue une région d’

par l’océan Atlantique (Figure 

Précambrien il y a entre 2,5 et 1,9 milliard d’années. Elle représente un des plus anciens 

massifs géologiques toujours visibles sur la planète, composé d’imposants plateaux d’altitude 

(48). 

Le plateau des Guyanes s’étend sur cinq pays, d’ouest en est

- le Venezuela (états de Bolivar et d’Amazonas)

l’Orénoque ;  

- le Guyana, ancienne Guyane britannique 

- le Suriname, ancienne Guyane néerlandaise ou hollandaise

- la Guyane, département français d’outre

- le nord du Brésil (états d’Amapa, Roraima et une partie du Para

délimité par l’Amazone. 

Figure 

Le plateau des Guyanes, compris dans le monde amazonien,

de forêt tropicale primaire continu et intact au monde. Il constitue ainsi une zone 

géographique au fort potentiel écologique dans la lutte contre le réchauffement climatique, du 

fait de son énorme capacité à capter le dioxy

des réserves d’eau douce du monde, et constitue une zone extrêmement riche pour la 

biodiversité (flore et faune) et 

évoluer au sein de ce paysage g

PIDEMIOLOGIE et DIAGNOSTIC DU PALUDISME SUR LE 

GUYANES 

constitue une région d’Amérique du Sud, bordée sur la côte nord

Figure 13). Il s’agit d’une formation géologique formée au 

il y a entre 2,5 et 1,9 milliard d’années. Elle représente un des plus anciens 

massifs géologiques toujours visibles sur la planète, composé d’imposants plateaux d’altitude 

Le plateau des Guyanes s’étend sur cinq pays, d’ouest en est : 

(états de Bolivar et d’Amazonas), où le plateau est délimité au nord par 

, ancienne Guyane britannique ou anglaise ; 

, ancienne Guyane néerlandaise ou hollandaise ; 

département français d’outre-mer ; 

(états d’Amapa, Roraima et une partie du Para et de l’Amazonas)

Figure 13- Carte du plateau des Guyanes. 

s, compris dans le monde amazonien, contient le plus grand ensemble 

de forêt tropicale primaire continu et intact au monde. Il constitue ainsi une zone 

géographique au fort potentiel écologique dans la lutte contre le réchauffement climatique, du 

fait de son énorme capacité à capter le dioxyde de carbone. Il contient également près de 15% 

des réserves d’eau douce du monde, et constitue une zone extrêmement riche pour la 

biodiversité (flore et faune) et est caractérisé par son endémisme végétal abondant qui a pu 

évoluer au sein de ce paysage géologique relativement peu affecté par les perturbations 

Source: 
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Source: Lezy 2000 
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naturelles à grande échelle. Cette région est en outre particulièrement riche en ressources 

naturelles, parmi lesquelles on note le pétrole, l’or et le diamant, mais aussi l’aluminium, la 

bauxite, le manganèse, le fer, le cuivre et le nickel (49). Cette richesse a généré une 

importante exploitation minière dans cette région. La hausse du cours de l’or dans les années 

1990 a multiplié par 60 la production annuelle d’or sur le plateau des Guyanes (50). En 

Guyane, la quantité d’or extraite illégalement chaque année est 5 à 10 fois supérieure à celle 

produite légalement et ce sont six à dix milles personnes, originaires principalement du Brésil 

appelés garimpeiros, qui travaillent illégalement sur plus de 600 sites différents (51). 

Ces exploitations minières induisent un contexte environnemental propice au développement 

des Anophèles et à la transmission du paludisme, tout particulièrement du paludisme à P. 

falciparum. Ainsi, sa prévalence sur le plateau est élevée (entre 30 et 45%) comparée à la 

forte prévalence de Plasmodium vivax dans les autres régions sud-américaines (52, 53).  

3.1 Epidémiologie et diagnostic en Guyane 

 

Entre 2016 et 2017, le nombre d’accès palustres recensés était en nette augmentation passant 

de 258 accès palustres en 2016 à 597 en 2017, soit une incidence de 2,3 ‰. La proportion 

d’accès palustres dus à P. falciparum y était respectivement de 28% et 12% (54). La 

transmission du paludisme en Guyane peut se résumer à deux faciès épidémiologiques.  

 

• des foyers de transmission sporadique et dits « autochtones » dans certains villages 

situés autour de St Georges de l’Oyapock et le long du Maroni (55), 

• une transmission élevée et supposée constante dans certaines zones orpaillées du 

centre de la Guyane. Ainsi la dernière étude en date en zone orpaillée a inclus entre 

janvier et juin 2015, 421 orpailleurs, majoritairement des hommes (70,6%), brésiliens 

(93,8%). La prévalence du portage de plasmodies déterminée par PCR était en 

moyenne de 22,3% (IC95: [18,3-26,3]), à 84% asymptomatique. Les espèces 

identifiées étaient principalement P. falciparum (47,9%), P. vivax (37,2%) et à plus 

de 10,6% des co-infections falciparum/vivax (52). Cette transmission est d’autant plus 

difficile à contrôler que les populations concernées vivent clandestinement sur le 

territoire et dans des zones très reculées ayant donc un accès limité aux soins. Ces 

populations sont par ailleurs très mobiles entre les différents pays du plateau des 

Guyanes (56).  
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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 contrôle du paludisme en Guyane (2015-2018) mis en place par l’ARS a pour buts 

de diminuer la morbidité et la mortalité liées au paludisme et d’écarter le risque d’émergence 

de résistances et d’épidémies par une réduction de l’incidence à moins de 1 cas pour 1000 

dans chaque localité de Guyane. Pour ce faire, cinq axes stratégiques ont été envisagés  i) 

renforcer la surveillance épidémiologique et entomologique, ii) renforcer la prévention et la 

lutte anti vectorielle, iii) soigner et accompagner sur l’ensemble du territoire, iiii) développer 

la recherche et les connaissances  iiiii) renforcer la coopération internationale en renforçant la 

coopération transfrontalière à l’échelle du plateau des Guyanes et en optimisant la remontée 

des données annuelles à l’OMS (57). Le troisième axe de ce plan de lutte vise à favoriser un 

diagnostic de qualité dans des délais raisonnables, à donner l’accès à des soins de qualité et à 

garantir l’accès à une prise en charge adaptée en tous points du territoire. En effet, la Guyane 

est un vaste territoire présentant, dans certaines zones, une faible densité de population et des 

infrastructures de transport limitées. Ainsi, des difficultés et inégalités d’accès aux soins 

existent. 

Concernant le paludisme, les structures de diagnostic sont les suivantes : 

- Laboratoires de biologie médicale privés ou hospitaliers public sur le littoral. Dans ces 

laboratoires, de ville ou hospitaliers, la microscopie devrait rester la méthode de 

Source : ARS de Guyane 2017 
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référence même si les techniques de biologie moléculaire commencent à faire leur 

apparition tout comme les TDR en complément diagnostic. 

- Centres délocalisés de prévention et de 

soins (CDPS). Ces centres sont 

rattachés à l’Hôpital de Cayenne et 

permettent un maillage sanitaire de tout 

le territoire (Figure 16). Ils sont ainsi 

situés essentiellement dans l’intérieur 

ou sur le littoral dans les zones qui le 

nécessitent. Ils sont au minimum dotés 

d’une infirmière et parfois de médecins 

généralistes et d’aides-soignants. Sur 

les 17 centres que compte la Guyane, 9 

sont accessibles par la route, les 9 autres 

sont uniquement accessibles par avion 

et/ou pirogue (3 sont uniquement 

accessibles par pirogue). 

 

Dans les CDPS, les TDR du paludisme sont les outils diagnostiques les plus adaptés. Ils 

permettent un diagnostic de qualité dans un délai raisonnable dans un contexte où les 

infrastructures sont variables et parfois sommaires et le personnel renouvelé régulièrement.  

Depuis 2011, c’est le TDR combiné SD Bioline® Ag. Pf/Pan recherchant les protéines Pf-

HRP2 et pan-pLDH qui est utilisé. Les performances de ce TDR ont été évaluées : pour P. 

falciparum, sensibilité de 96,8% et spécificité de 98,8%, et pour P. vivax, sensibilité de 86% 

et spécificité de 99,6% (38). Une des limites de ce test est qu’il ne différencie pas les 

infections mixtes des infections à P. falciparum seul. Une autre limite est le risque de 

méconnaitre un accès à P. falciparum si le parasite est délété pour le gène pfhrp2. Ainsi le 

patient serait traité à tort comme un accès à P. vivax. Pour limiter ce risque, une surveillance a 

été mise en place par le laboratoire hospitalo-universitaire de parasitologie-mycologie 

(LHUPM) de l’Hôpital de Cayenne et le CNR du paludisme. Elle consiste à associer à tous les 

TDR positifs diagnostiqués dans les centres de santé, l’envoi d’un tube de sang prélevé sur 

tube EDTA pour la réalisation d’un examen microscopique complémentaire. Ainsi en 2016, 

54% des accès à P. falciparum ont été diagnostiqués dans les CDPS et 68% d’entres eux ont 

pu être confirmés microscopiquement. Concernant les délétions du gène pfhrp (cf §2.2.1.3.4), 

Source : coordination des CDPS au CHAR  2018 

Figure 15- Répartition des centres délocalisés de 
prévention et de soins en Guyane. 



aucun parasite délété pour le gène 

isolats collectés en 2009 et 2010 et seulement 5% de parasites présentaient une délétion pour 

le gène pfhrp3 (38). 

En 2017, sept CDPS ont diagnostiqué des cas de paludisme à 

Maripasoula, 27,8% à Saint-Georges de l’Oyapock, 5,6% à Apatou et 2,8% à Camopi, Grand 

Santi, Régina et Taluen. Maripasoul

3.2 Epidémiologie et diagnostic au Guyana

 

Le Guyana ou ex Guyane anglaise compte une population de plus de 700 000 habitants, dont 

la plupart réside, comme en Guyane, sur une étroite bande côtièr

Selon l’OMS, 12 367 cas de paludisme et 13 décès ont été recensés au Guyana en 2016

Plasmodium falciparum a été observé dans 40% des cas, le reste étant attribué à 

vivax (60%). La transmission du paludisme est présente sur tout l
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n’a été retrouvé lors d’une étude menée sur des 

isolats collectés en 2009 et 2010 et seulement 5% de parasites présentaient une délétion pour 

P. falciparum : 55.6% à 

Georges de l’Oyapock, 5,6% à Apatou et 2,8% à Camopi, Grand 

a concentre à lui seul plus de 50% de ces accès (58).  
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été évalué dans le Round 7 de l’OMS avec de bons scores de détection sur le panel, 89% pour  
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précurseur en matière de contrôle du paludisme (certifié OMS en 1961 comme le premier 

pays à avoir éradiqué le paludisme dans ses régions les plus peuplées), il est désormais le seul 

pays d’Amérique (excepté Haïti mais dans des proportions moindres) à connaitre une 

augmentation de l’incidence du paludisme (+205% entre 2000 et 2014). Depuis trois ans, la 

situation ne fait qu’empirer puisqu’en 2016, l’OMS recensait 240 613 cas de paludisme. 

Plasmodium falciparum était impliqué dans 25% des cas, le reste étant attribué à P. vivax 

(75%). L’augmentation du nombre de cas de paludisme a été observée dans les régions 

endémiques mais touche également des zones auparavant indemnes et non endémiques. 

Comme dans les autres pays du plateau des Guyanes, le paludisme affecte particulièrement les 

régions minières, où les hommes travaillent le plus souvent illégalement. Ces hommes 

mobiles sont le relai de la transmission du paludisme dans les villes. Les cas de paludisme 

chez les mineurs vénézuéliens représentaient environ 47% des cas totaux du pays (53). 

Finalement au Venezuela, aucune étude de prévalence de parasite délété pour les gènes 

pfhrp2/3 n’a été faite. En effet, le diagnostic du paludisme dans ce pays est réalisé par un 

réseau de microscopiste compétent et performant. Cependant avec l’épidémie actuelle que 

subit le pays, ce réseau est débordé et un envoi de 200 000 tests rapides a été effectué en 2017 

pour palier à l’engorgement des structures de diagnostic par microscopie (communication 

personnelle PAHO).  
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OBJECTIFS  

De nombreux parasites délétés au niveau des gènes pfhrp2 et/ou pfhrp3 circulent dans l’ouest 

de l’Amazonie et 14% de parasites délétés pour le gène pfhrp2 ont été décrits au Suriname, 

sur le plateau des Guyanes (33). En raison des flux migratoires qui existent au sein de cette 

région, de la place des TDR dans la stratégie diagnostique des pays, une surveillance accrue 

de ces parasites délétés est nécessaire. 

 

Dans un premier temps, l’objectif de ce travail était de mettre en place un panel de technique 

permettant le diagnostic et l’identification robuste de Plasmodium falciparum délétés pour les 

gènes pfhrp2 et/ou pfhrp3.  

Dans un second temps, ces techniques ont été utilisées pour étudier rétrospectivement la 

prévalence des parasites délétés au niveau des gènes pfhrp2 et pfhrp3 sur le plateau des 

Guyanes, en particulier en Guyane, au Guyana et au Venezuela entre 2014 et 2017. Enfin, le 

profil protéique de Pf-HRP2 dans cette région a été analysé à travers l’étude des séquences de 

l’exon 2 du gène pfhrp2. 
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MATERIELS 

1 Souches de référence et gamme de dilution 

Pour mettre au point des méthodes d’amplification efficaces, un panel d’extraits d’ADN de 

souches de référence de Plasmodium falciparum 3D7, 7G8, Dd2, D10 et HB3 et de souches 

de Plasmodium vivax ont été utilisées. Ces souches sont caractérisées au niveau des gènes 

pfhrp2, pfhrp3 et des gènes adjacents amont et aval (Tableau 4) (26).  

 

Tableau 4- Profil génétique des souches de référence. 

Souches MAL7P1.230 
Pfhrp2 

MAL7P1.228 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’amplification et la sensibilité des PCR mises au 

point, des gammes d’ADN extraites à partir de 200µl de sang total ou d’un papier buvard 

contenant un nombre de P. falciparum connu ont été utilisées. 

Tableau 5- Gammes de dilution de Plasmodium falciparum testées.  

Gamme B 
Sang 

(parasites/µL 
d’extrait) 

Buvard 
(parasites/µL 

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 2016-2017 

 



52 

Les parasites de Guyane ont été collectés au Centre national de référence (CNR) pour le 

paludisme pôle zones endémiques de l'Institut Pasteur de la Guyane, dans le cadre de la 

surveillance du paludisme en Guyane. Parmi ces 230 isolats, 188 ont été collectés par 

dépistage passif et 42 par dépistage actif. Ils représentaient 66% des isolats de P. falciparum 

déclarés aux autorités sanitaires guyanaises sur la période. Bon nombre d’entres eux 

provenaient de personnes contaminées en zones orpaillées (entre 34 et 45%). 

Sur les 298 échantillons analysés en provenance du Guyana, 91 provenaient de la région de 

Barima-Waini (1), 91 de la région Potaro-Siparuni (8), 107 de la région Cuyuni-Mazaruni (7), 

7 de la région d’Essequibo islands west Demerara (3) et 2 de la région d’Upper Takutu-Upper 

Essequibo (9). Les échantillons que nous avons sélectionnés, provenaient tous de patients 

symptomatiques. Les parasites du Venezuela ont été collectés chez des patients 

symptomatiques diagnostiqués dans les états d’Amazonas et de Bolivar suite à un examen 

microscopique. 
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METHODES  

1 Extraction d’ADN 

Pour les prélèvements de sang veineux prélevé sur tube EDTA originaires de Guyane, l’ADN 

a été extrait à partir de 200 µl de sang total à l’aide du kit Qiagen QIAamp® conformément 

aux recommandations du fabricant. 

Pour les prélèvements sang capillaire déposés sur papier buvard en provenance du Guyana et 

du Venezuela, quatre confettis d’un diamètre de 3mm ont été extraits selon les 

recommandations des fabricants grâce au système MagMAX™ de chez AppliedBiosystems™ 

pour les isolats du Guyana et au kit QIAmp® DNA 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 en évidence ces parasites délétés en suivant les 

recommandations de l’OMS a été mis au point en partant de ce qui était précédemment publié 

(26, 27, 37) et disponible au laboratoire (38). Plusieurs PCR ont été mises au point et 

optimisées de façon à analyser différentes parties du génome des parasites : 

- la jonction exon1-2 du gène pfhrp2, 

- l’exon 2 du gène pfhrp2, 

- le gène adjacent en amont de pfhrp2, MAL7P1.230, 

- le gène adjacent en aval de pfhrp2, MAL7P1.228, 

- la jonction exon1-2 du gène pfhrp3, 

- l’exon 2 du gène pfhrp3, 

- le gène adjacent en amont de pfhrp3, MAL13P1.485, 

- le gène adjacent en aval de pfhrp3, MAL13P1.475. 

 

Au total, 14 PCR ont été testées et mises au point : sept PCR simples et sept PCR nichées. 

Le mélange réactionnel d’amplification prêt à l’emploi « 5x HOT FIREPol® Blend Master 

Mix Ready to Load » de chez Solis BioDyne a été utilisé. Sa composition était la suivante : 

ADN polymérase HOT FIREPol®, solution tampon 5X, dNTP à 2mM pour chaque, albumine 

de sérum bovin et colorants bleu et jaune, témoins de migration utilisés lors de la migration 



sur gel d’agarose des produits d’amplification. Le volume final de la PCR était de 25µl et 

deux volumes de matrice d’ADN ont été test

nous avons testé trois concentrations

températures d’hybridation (55°C, 58°C et 60°C). Le programme type d’amplification est 

résumé dans le Tableau 7. Le thermocycleur Mastercycler

Tableau 7- Programme d’amplification de l’ADN

Etapes 

Dénaturation initiale 
Dénaturation 
Hybridation 
Elongation 

Elongation finale 

Les produits de PCR étaient ensuite visualisés après dépôt et migration (1 heure à 150 

sur un gel d’agarose à 2% dans du TBE 0,

Les différents couples d’amorces testés lors de ces mises du point ont été localisés au niveau 

des gènes dans les Figure 18 et 

Figure 18- Représentation du gène
Amorces retenues pour
PCR nichée (flèche pointillée

 

Figure 19- Représentation du gène 
Amorces retenues pour
PCR nichée (flèche pointillée), 

 

sur gel d’agarose des produits d’amplification. Le volume final de la PCR était de 25µl et 

deux volumes de matrice d’ADN ont été testés : 1 ou 5µl. De plus, pour optimiser les PCR 

nous avons testé trois concentrations de MgCl2 (1,5 nM, 2,5 nM, et 3,5nM) et trois

(55°C, 58°C et 60°C). Le programme type d’amplification est 

thermocycleur Mastercycler® d'Eppendorf a été utilisé. 

Programme d’amplification de l’ADN  

Température (°C) Temps 
Nombre de 

94 15 min 
94 30 sec 

55 ou 58 ou 60 30 sec 
72 1 min 
72 10 min 

ensuite visualisés après dépôt et migration (1 heure à 150 

sur un gel d’agarose à 2% dans du TBE 0,5X. 

différents couples d’amorces testés lors de ces mises du point ont été localisés au niveau 

et Figure 19 et récapitulés dans le Tableau 8 et 

Représentation du gène pfhrp2 et de ses gènes adjacents avec les couples d’amorces testés.
Amorces retenues pour le gène pfhrp2 (vert) et les gènes adjacents (bleu), 

lèche pointillée), amorces testées mais non retenues (en noir). 

Représentation du gène pfhrp3 et de ces gènes adjacents avec les couples d’amorces testés.
Amorces retenues pour le gène pfhrp3 (orange) et les gènes adjacents (violet), 
PCR nichée (flèche pointillée), amorces testées mais non retenues (en noir). 
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sur gel d’agarose des produits d’amplification. Le volume final de la PCR était de 25µl et 

: 1 ou 5µl. De plus, pour optimiser les PCR 

(1,5 nM, 2,5 nM, et 3,5nM) et trois 

(55°C, 58°C et 60°C). Le programme type d’amplification est 

d'Eppendorf a été utilisé.  

Nombre de 
cycles 

1 

35 

1 

ensuite visualisés après dépôt et migration (1 heure à 150 Volts) 

différents couples d’amorces testés lors de ces mises du point ont été localisés au niveau 

et Tableau 9. 

 

et de ses gènes adjacents avec les couples d’amorces testés. 

 

et de ces gènes adjacents avec les couples d’amorces testés. 
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Tableau 8- Amorces testées pour amplifier le gène pfhrp2 et ses gènes adjacents. 

*PCR retenues 
  

Régions Nom des PCRTaille fragment (pb)Amorces Séquence des amorces Référence

Pfhrp2 2G-1 1400 
A262 5’-TTTAATAAAAATGGTTTCCTTC- 3’ 

(38) 
A264 5’-AAAATCGCTATCCCATAAATTACA-3’ 

Jo
nc

tio
n 

ex
on

 1
-2

 

2J-1 315 
A262 5’-TTTAATAAAAATGGTTTCCTTC- 3’ 

(38) 
A263 5’-GCTTGAGTTTCGTGTAATAATCT-3’ 

2J-2 903 
A265 5’-ATCATACTTCGGTATTTTAAATC-3’ 

(38,61) 
A263 5’-GCTTGAGTTTCGTGTAATAATCT-3’ 

2J-3* 

312 
A485 5’-GGTTTCCTTCTCAAAAAATAAAG-3’ 

(37) 
A486 5’-TCTACATGTGCTTGAGTTTCG-3’ 

227 
A487 5’-GTATTATCCGCTGCCGTTTTTGCC-3’ 

A488 5’-CTACACAAGTTATTATTAAATGCGGAA-3’ 

E
xo

n 
2 2E-1* 891 

A118 5’-TTCCGCATTTAATAATAACTTGTG-3’ 
(38) 

A119 5’-TAATGGCGTAGGCAATGTGT-3’ 

2E-2 1166 
A118 5’-TTCCGCATTTAATAATAACTTGTG-3’ 

(38) 
A264 5’-AAAATCGCTATCCCATAAATTACA-3’ 

M
A

L7
P

1.
 

23
0 

2AM-1* 

404 
A505 5’-GATATCATTAGAAAACAAGAGCTTAG-3’ 

(26,37)  
A305 5’-TATCCAATCCTTCCTTTGCAACACC-3’ 

355 
A306 5’-TATGAACGCAATTTAAGTGAGGCAG-3’ 

A305 5’-TATCCAATCCTTCCTTTGCAACACC-3 

M
A

L7
P

1.
 

22
8 

2AV-1* 

222 
A307 5’-AGACAAGCTACCAAAGATGCAGGTG-3’ 

(26,37)  
A308 5’-TAAATGTGTATCTCCTGAGGTAGC-3’ 

197 
A506 5’-CCATTGCTGGTTTAAATGTTTTAAG-3’ 

A308 5’ -TAAATGTGTATCTCCTGAGGTAGC-3’ 
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Tableau 9- Amorces testées pour amplifier le gène pfhrp3 et ses gènes adjacents. 

* PCR retenues 

2.2 Utilisation de PCR d’espèce en temps réel 

Nous avons également utilisé la PCR d’espèce en temps réel disponible au CNR Paludisme de 

l’IPG pour estimer la quantité d’ADN parasitaire présente dans les isolats et évaluer sa 

qualité. Cette technique de PCR en temps réel est dérivée de la méthode publiée par 

Shokoples et al. (62) et validée sur le thermocycleurStepOnePlus™ de chez 

AppliedBiosystems. Elle détecte une séquence d’ADN spécifique pour chacune des espèces 

plasmodiales. Cette PCR est multiplexée permettant l’amplification simultanée de 

Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax et de la β2 microglobuline humaine (Mg), utilisée 

comme contrôle interne d’extraction. La PCR en temps réel a été utilisée afin de sélectionner 

les échantillons exploitables : échantillons pour lesquels la qualité et la quantité de parasites 

permettent la distinction entre vraie délétion et défaut d’amplification. 48 échantillons sur 

papier buvard ont été testés en parallèle en PCR temps réel et avec les quatre PCR nichées 

afin de définir un Ct seuil au-delà duquel les échantillons sont classés non analysables. 

Régions Nom des PCRTaille fragment (pb) Amorces Séquence des amorces Référence

Jo
nc

tio
n 

ex
on

 1
-2

 

3J-1 680 
A257 5’-CTTTGCTTTTAAAGTTTCTAC-3’ 

(61) 
A258 3’-CTCTTATTTGAATTAAGTCCTTTTGCA-3’ 

3J-2* 

311 
A489 5’-GGTTTCCTTCTCAAAAAATAAAA-3’ 

(37) 
A490 5’-CCTGCATGTGCTTGACTTTC-3’ 

226 
A491 5’-ATATTATCCGCTGCCGTTTTTGCT-3’ 

A492 5’-CTAAACAAGTTATTGTTAAATTCGGAG-3’ 

E
xo

n 
2 

3E-1 772 
A266 5’-CCGAATTTAACAATAACTTG-3’ 

(38) 
A261 5’-CCGAATTTAACAATAACTTG-3’ 

3E-2* 

719 
A493 5’-AATGCAAAAGGACTTAATTC-3’ 

(37) 
A494 5’-TGGTGTAAGTGATGCGTAGT-3’ 

675 
A495 5’ AAATAAGAGATTATTACACGAAAG-3’ 

A494 5’-TGGTGTAAGTGATGCGTAGT-3’ 

M
A

L1
3P

1.
 

48
5 

3AM-1* 

287 
A507 5’-TTGAGTGCAATGATGAGTGGAG-3’ 

(26,37)  
A509 5’-AAATCATTTCCTTTTACACTAGTGC-3’ 

266 
A508 5’-GTTACTACATTAGTGATGCATTC-3’ 

A509 5’-AAATCATTTCCTTTTACACTAGTGC-3’ 

M
A

L1
3P

1.
 

47
5 

3AV-1* 

260 
A510 5’-TTCATGAGTAGATGTCCTAGGAG-3’ 

(26,37) 
A511 5’-TCGTACAATTCATCATACTCACC-3’ 

234 
A510 5’ -TTCATGAGTAGATGTCCTAGGAG-3’ 

A512 5’-GGATGTTTCGACATTTTCGTCG-3’ 
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3 Amplification d’un ou plusieurs gènes en monocopie  

Au laboratoire de parasitologie, le gène monocopie pfcrt des parasites Plasmodium 

falciparum est régulièrement étudié : la mutation pfcrt K76T dans l’exon 2 est en effet 

associée à la résistance du parasite à la chloroquine (63). Cette mutation a été analysée selon 

les procédures décrites par Pelleau et al. (28). 

Par ailleurs, le gène pfK13 (PF3D7-1343700) situé sur le chromosome 13 d’une taille de 

2181pb et qui code pour une protéine en hélice de 726 aa a été analysé. Des mutations dans la 

région « propeller » de ce gène ont été précédemment décrites comme associées à la 

résistance de P. falciparum aux dérivés de l’artémisinine (64). 

Ces deux gènes présents en monocopie et analysés par le biais de deux PCR ont été choisis 

pour valider secondairement la qualité des prélèvements étudiés.  

4 Séquençage du gène pfhrp2 et analyse des séquences protéiques 

L’exon 2 du gène pfhrp2 a été séquencé à partir des produits d’amplification issus des PCR 

2E-2 et  PCR 2E-1 par la compagnie Eurofins. Les séquences nucléotidiques ont été 

transcrites en séquence d’acides aminés et chaque répétition/motif a été représenté en utilisant 

le code numérique décrit par Baker et al. (24) (Tableau 10).  
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Tableau 10- Code numérique défini par Baker et al. (24) pour l'analyse protéique de Pf-HRP2/3. 
Code Répétition/Motif PfHRP2 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 grâce au logiciel Geneious puis classées en groupe et sous 

groupe selon leurs similarités (38). 
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RESULTATS 

1 Méthodes et protocole d’étude mis en place  

Sur les huit protocoles d’amplification requis, sept PCR nichées, plus sensibles que les PCR 

simples, ont été mises au point et retenues ainsi qu’une PCR classique, 2E-1, pour amplifier 

l’exon 2 du gène pfhrp2 utilisée avec une phase de pré-amplification de 10 cycles avant les 35 

cycles finaux. Les conditions de ces huit PCR ainsi que le détail des seuils de sensibilité 

obtenues à partir d’un ou cinq microlitres de matrice d’ADN figurent dans le Tableau 11.  

A titre d’exemple, la photo des gammes de dilution de Pf testées avec la PCR 3E-2 avec les 

deux volumes de matrice d’ADN : 1µl et 5µl (Figure 20). Les photos de l’analyse des 

gammes ayant permis de définir les seuils de sensibilité des autres PCR retenues figurent en 

annexe (cf. Figure 25, Figure 26, Figure 27, Figure 28, Figure 29 ). 

 

 

Figure 20- Photo des gammes de sensibilité testées pour l’exon 2 pfhrp3 avec la PCR 3E-2. 
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Tableau 11- Récapitulatifs des conditions et seuils de sensibilité des PCR utilisées pour étudier les gènes pfhrp2 et pfhrp3 et leurs gènes adjacents. 

Gènes Régions 

Taille 
du 

fragment 
(pb) 

Amorces 

Conditions PCR 
Sensibilité 

(parasites/µl) 

Réactions 
[MgCl2]  

(mM) 

Température 
d’hybridation  

(°C) 

Nombre  
de cycles 

Volume 
ADN 
(µl) 

Tubes Buvards 

Pfhrp2 

MAL7P1.230 
(2AM-1) 

404 A505 - A305 
Nichée 

3,5 60 20 
1 5 10 

355 A306 - A305 2,5 58 35 

EXON 1-2 
(2J-3) 

312 A485 - A486 
Nichée 

3,5 
60 

20 1 5 10 

227 A487 - A488 2,5 35 5 0,5 10 

EXON 2 
(2E-1) 

891 
A118 

Pré-ampli. 2,5 58 
10 1 5 100 

A119 35 5 0,5 10 

MAL7P1.228 
(2AV-1) 

222 A307 - A308 
Nichée 

3,5 60 20 
1 0,5 20 

197 A506 - A308 3,5 58 35 

Pfhrp3 

MAL13P1.485 
(3AM-1) 

287 A507 – A509 
Nichée 2,5 

60 20 
1 0,5 10 

266 A508 – A509 58 35 

EXON 1-2 
(3J-2) 

311 A489 - A490 
Nichée 2,5 60 

20 1 10 10 

226 A491 - A492 35 5 1 10 

EXON 2 
(3E-2) 

719 A493 - A494 
Nichée 

2,5 55 20 1 5 100 

675 A495 - A494 1,5 60 35 5 0.5 10 

MAL13P1.475 
(3AV-1) 

260 A 510 - 511 
Nichée 

3,5 60 20 
1 5 100 

234 A 510 - 512 2,5 58 35 

En grisé, PCR la plus sensible à 1µl d’ADN utilisée pour débuter le protocole d’étude. 
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L’analyse de 48 isolats sur papiers buvards a été réalisée à la fois en PCR temps réel en 

duplica et avec quatre PCR retenues en utilisant 1 et 5µl de matrice d’ADN. Les échantillons 

présentant un Ct <37 en PCR temps réel, étaient majoritairement amplifiables par les PCR à 

partir d’1µl d’ADN voire, à défaut, à partir de 5µl. A l’inverse, pour les échantillons 

présentant un Ct >37 en PCR temps réel l’amplification étaient médiocre voire inexistante 

même en utilisant 5µl de matrice d’ADN (cf. Tableau 12). 

 

Tableau 12- Résultats des 48 isolats passés avec les quatre PCR retenues  pour étudier les 
gènes pfhrp2 et pfhrp3 en fonction du Ct de la PCR temps réel. 

Gènes 
Régions 

et 
nom PCR 

Volume  
ADN 

 Déposé 
(µl) 

Ct Pf <37 Ct Pf >37 

n=37 n=11 

POSITIF NÉGATIF POSITIF NÉGATIF 

pfhrp2 

EXON 2 
2E-1 

1 37 0 5 6 

5 0 0 5 1 

EXON 1-2 
2J-3 

1 36 1 1 10 

5 1 0 8 2 

pfhrp3 

EXON 2 
3E-2 

1 30 7 3 8 

5 5 2 3 5 

EXON 1-2 
3J-2 

1 35 2 5 6 

5 1 1 4 2 

 

Nous avons ainsi fixé le seuil de sélection des échantillons exploitables et analysables à une 

valeur de Ct ≤ 37. 

 

Sur la base des différentes mises au point et seuils de sensibilité et de sélection déterminés, le 

protocole d’étude suivant a été établi (Figure 21). Ce dernier a été défini de manière à réduire 

au maximum la quantité de matrice d’ADN nécessaire. Les PCR à 1µl ont ainsi été 

privilégiées. En effet, lorsque des parasites délétés sont identifiés, la série de validation à 

réaliser est conséquente et induit une consommation importante de matrice. 



Figure 21- Protocole pour l'étude de préva

Dans un premier temps, les échantillons

partir d’ADN extrait de sang veineux ou de sang capillaire sur papier

de matrice. Si l’analyse est posit

permettant d’analyser la totalité des gènes 

quatre PCR est négative, cet échantillon

évaluer la quantité/qualité de l’ADN présent dans 

Seuls les échantillons ayant un Ct 

matrice d’ADN. Si les PCR restent négatives malgré l’augmentation du volume d’ADN, 

l’isolat est alors considéré comme délété. L

monocopie dans le génome de 

adjacents au gène pfhrp délété.

2 Prévalence sur le plateau des Guyanes

Ce protocole a été appliqué à l’analyse de 605 isolats en provenance du plateau des Guyanes 

collectés entre 2014 et 2017 (Tableau 

Protocole pour l'étude de prévalence des délétions de pfhrp

échantillons sont testés avec la PCR 2J-3 qui est la plus sensible, 

partir d’ADN extrait de sang veineux ou de sang capillaire sur papier buvard en partant de 1µl 

positive, les autres PCR : PCR 2E-1, PCR 3J

permettant d’analyser la totalité des gènes pfhrp2 et pfhrp3 sont alors réalisées

e, cet échantillon est analysé par PCR en temps réel

évaluer la quantité/qualité de l’ADN présent dans cet échantillon.  

euls les échantillons ayant un Ct ≤ 37 sont conservés pour l’étude et testés 

es PCR restent négatives malgré l’augmentation du volume d’ADN, 

alors considéré comme délété. Les deux gènes, pfK13 et 

de Plasmodium falciparum sont recherchés ainsi que les gènes 

délété. 

Prévalence sur le plateau des Guyanes 

appliqué à l’analyse de 605 isolats en provenance du plateau des Guyanes 

Tableau 13).  
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pfhrp. 

3 qui est la plus sensible, à 

buvard en partant de 1µl 

1, PCR 3J-2 et PCR 3E-2 

sont alors réalisées. Si l’une des 

PCR en temps réel de manière à 

sont conservés pour l’étude et testés avec 5µl de 

es PCR restent négatives malgré l’augmentation du volume d’ADN, 

et pfcrt, présents en 

sont recherchés ainsi que les gènes 

appliqué à l’analyse de 605 isolats en provenance du plateau des Guyanes 



Tableau 13- Résultats sur le plateau des Guyanes.

Pays 
Nombre isolats 

(n) 

Guyane 230 

Guyana 298 

Venezuela 77 

Total 605 

 

Parmi eux, 546 se sont avérés analysables et seuls deux isolats délétés au niveau du gène 

pfhrp2 ont pu être identifiés en 

pourcentage global de 0,4% IC

Figure 22- Prévalence des parasites délétés pour 

 

Trente neuf isolats, soit 7,1% 

délétés pour le gène pfhrp3 (Figure 

une prévalence nettement plus importante (39

p<0,001). Seuls, 3,0% IC95 [0

au Guyana et 0,5% IC95 [0% - 

Résultats sur le plateau des Guyanes. 

Nombre isolats Nombre d’isolats 
analysables 

Nombre de parasites délétés

pfhrp2 

204 0 

265 0 

77 2 

546 2 

Parmi eux, 546 se sont avérés analysables et seuls deux isolats délétés au niveau du gène 

ont pu être identifiés en provenance du Venezuela (2,6% IC95 

IC95 [0,2 - 1,8], (Figure 22). 

Prévalence des parasites délétés pour le gène pfhrp2 sur le plateau des Guyanes

soit 7,1% IC95 [4,9 - 9,3] du total des isolats ont été identifiés comme 

Figure 23). Ces délétions sont retrouvées dans les trois pays avec 

une prévalence nettement plus importante (39,0% IC95 [28,1 - 49,9]) au Venezuela (

,9 - 5,1] (n=8/265) de parasites sont délétés pour le gène 

 1,5]  en Guyane (n=1/204). 
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Figure 23- Prévalence des parasites délétés pour

 

Le détail et l’étendue des 

Tableau 14. Les Ct obtenus en PCR en temps réel sont aussi présentés ainsi que les résultats 

de l’amplification et du séquençage des gènes monocopies 

notre étude.  

  

Prévalence des parasites délétés pour le gène pfhrp3 sur le plateau des Guyanes

Le détail et l’étendue des délétions au niveau de ces gènes sont détaillés dans le 

Ct obtenus en PCR en temps réel sont aussi présentés ainsi que les résultats 

de l’amplification et du séquençage des gènes monocopies pfK13 et pfcrt réalisés en marge de 
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          Tableau 14- Description des parasites délétés au niveau des gènes pfhrp2 et/ou pfhrp3. 

Pays Année N° IPG Ct Pf 
Pfhrp2 Pfhrp3 Séquençage 

Exon 1-2 Exon 2 Exon 1-2 Exon 2 PfK13 pfcrt 

Guyane 2015 S174 24,09 + +*  - - WT CVMNK 
G

uy
an

a 

2016 

T214 33,38 + + - - 

WT SVMNT 

T493 34,31 + +∞ - - 

T581 34,31 + + - - 

T731 34,33 + + - - 

T824 35,77 + + - - 

T267 36,23 + + - - 

T478 36,67 + + + - 

T667 36,83 + + - - 

V
en

ez
ue

la
 

2017 

U106 27,95 + + - + 

WT SVMNT 

U089 28,42 + + - - 

U108 29,06 - - - - 

U076 29,29 + + + - 

U066 29,64 + + - + 

U105 29,81 + + - - 

U131 29,84 + + - + 

U084 29,88 + + - + 

U117 30,00 + + - - 

U090 30,23 + + - - 

U128 30,28 + + - - 

U111 30,55 - - - - 

U069 30,93 + + - + 

U075 30,96 + + - - 

U110 31,46 + + - + 

U118 31,62 + + - - 

U112 31,67 + + - - 

U102 31,69 + + - + 

U081 31,83 + + - - 

U085 32,00 + + - - 

U092 32,08 + + - - 

U093 32,14 + + - - 

U095 32,29 + + - - 

U094 32,66 + + - - 

U071 32,89 + + - - 

U080 32,91 + + - - 

U067 33,24 + + - - 

U127 33,31 + + - - 

U098 35,45 + + - - 

U086 35,52 + + - - 

U088 35,54 + + - + Echec SVMNT 

WT : sauvage, + : présence, - : absence.  
S: Serine, V: Valine, M: Méthionine, N: asparagine, T: Thréonine, C: Cystéine, K : Lysine. 
Séquences exon 2 pfhrp2 : *  inclassable, ∞: référence 1d (38). 

 



66 

Les deux isolats vénézuéliens délétés pour le gène pfhrp2 sont également délétés pour le gène 

pfhrp3. Les gènes sont délétés dans leur ensemble à savoir, la jonction exon 1-2 et l’exon 2. 

Ces deux isolats présentent donc des doubles délétions totales pfhrp2/3.  

Parmi les 39 isolats du plateau des Guyanes délétés au niveau du gène pfhrp3, 76,9% 

IC95 [63,7% - 90,1%] (n=30/39) présentent une délétion totale (jonction exon 1-2 et exon 2) et 

23,1% IC95 [9,9% - 36,3%] (n=9/39) une délétion partielle (sept au niveau de la jonction exon 

1-2 et deux au niveau de l’exon 2, Figure 24). 

 

Figure 24- Détail des 39 délétions du gène pfhrp3. 

Les analyses conduites sur les gènes de résistances aux antipaludiques ont confirmées ces 

délétions sauf peut être pour un isolat qui n’a pu être amplifié au niveau de pfK13. En marge 

de cette étude, le séquençage a permis de montrer que tous les isolats délétés sauf un étaient 

sauvages pour le gène pfK13. L’ensemble des parasites délétés du Guyana et de Venezuela 

présentaient également une séquence pfcrt 72-76 SVMNT. L’isolat collecté en Guyane 

présentait lui la séquence CVMNK.  

3 Etude des profils protéiques à travers l’analyse des séquences de 

l’exon 2 du gène pfhrp2 

Pour une meilleure connaissance du polymorphisme de la protéine Pf-HRP2 dans la région, 

90 isolats ont été sélectionnés pour être séquencés au niveau de l’exon 2. Parmi ceux-ci se 

trouvaient des échantillons à forte parasitémie ainsi que les isolats délétés au niveau du gène 

pfhrp3 collectés au Guyana et en Guyane. Les isolats délétés du Venezuela n’ont pas pu être 

analysés faute de temps. 

Soixante cinq séquences ont ainsi pu être obtenues et converties en code numérique selon 

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

cinq génotypes (Tableau 15). Les séquences appartenaient essentiellement au génotype 1d, 
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53,8% IC95 [41,7 - 65,9] (n=35/65) puis par ordre décroissant au génotype 1c, 18,5% IC95 [9,1 

- 27,9] (n=12/65), génotype 2a 13,8% IC95 [5,4 - 22,2] (n=9/65), génotype 3b 6,1% IC95 [0,3- 

11,9] (n=4/65) et génotype 4 3,1% IC95 [0 - 7,3] (n=2/65) (38). Trois génotypes individuels et 

non classables ont été observés. Ces derniers nous ont permis, en lien avec la séquence pfcrt, 

de redéfinir l’origine géographique de ces échantillons (S174 délété au niveau du gène pfhrp3 

provenant très probablement d‘Haïti, T328 en provenance probable des Philippines et S615 en 

provenance du Cameroun). Dans la séquence de ce dernier, S615, un nouveau motif a été 

identifié (AHHAND). 
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Tableau 15- Représentation des motifs retrouvés dans la protéine Pf-HRP2. 
 

G
én

o
ty

p
e

s 
 

N
o

m
b

re
  

Par pays  
 

Séquences acides aminés de Pf-HRP2 et motifs entre les deux motifs consensus L42NKRLLHETQAHVDD 56 et CLRH 
 
 

  5’                                                                                                                                                                                                                                                                                 3’ G
u

ya
n

e 
G

u
ya

n
a 

V
en

e
zu

e
la

 

1d 35 23 12 -                   

1c 12 10 2 -                   

2a 9 1 7 1                       

3b 4 - 4 -                        

4 2 - 1 1         

S174 1 1 - -                        

T328 1 1 - -                       

S615 1 1 - -  
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DISCUSSION 

Il est important de surveiller la prévalence des parasites délétés pour les gènes pfhrp2/3 sur le 

plateau des Guyanes car les TDR y sont utilisés comme outil diagnostic et des études 

antérieures ont décrit des parasites délétés pour les gènes pfhrp2/3 en Amazonie (cf. 

§2.2.1.3.4). 

Dans un premier temps, l’étude a consisté à mettre en place un panel de techniques pour la 

détection des parasites délétés au niveau des gènes pfhrp2/3 en suivant les recommandations 

de l’OMS (27, 30, 31). 

Pour rechercher et décrire avec précision ces délétions, huit PCR ont été mises au point afin 

d’analyser les jonctions exon 1-2 et les exons 2 des gènes pfhrp2 et pfhrp3 ainsi que leurs 

gènes adjacents amont et aval (27).  

Les papiers buvards sont très largement utilisés pour collecter du sang capillaire nécessaire à 

la surveillance du paludisme en général du fait de leur facilité de stockage et de transport. Ils 

représentaient 62% de l’échantillonnage de cette étude (n=375/605). L’extraction d’ADN à 

partir de ce support est difficile et les volumes de sang analysé sont relativement faibles (19). 

Pour avoir une sensibilité suffisante quelque soit le type de prélèvement, des PCR nichées ont 

été optimisées.  

En parallèle, il était nécessaire de mettre en place une technique permettant de vérifier la 

qualité des prélèvements afin de pouvoir distinguer les échantillons exploitables des 

échantillons non analysables. En effet, l’absence d’amplification pouvait être liée à la 

présence d’une délétion ou à une faible qualité ou quantité de matériel dans le prélèvement. 

Pour ce faire, les études antérieures utilisaient le plus souvent une PCR nichée du gène 18S 

ARNr (26, 32, 34–37, 39). Cependant ce gène est présent en plusieurs copies dans le génome 

de Plasmodium falciparum, ce qui augmente artificiellement la sensibilité de la technique par 

rapport à une technique ciblant un gène monocopie tel que pfhrp2. Cette stratégie peut donc 

entrainer une surestimation du nombre de parasites délétés par surestimation du nombre de 

prélèvements analysables. Par ailleurs, les techniques de PCR classiques ne sont pas des 

techniques quantitatives mais en point final. Pour cette étude une PCR en temps réel ciblant 

également le gène de l’ARNr 18S qui code la petite sous unité des ARN ribosomaux 

plasmodiales a été utilisée. Cette dernière présentait cependant l’avantage d’être semi-

quantitative. Ainsi, une corrélation a été réalisée de manière à s’assurer qu’en dessous du seuil 

de Ct fixé, l’ADN était amplifiable même pour un gène monocopie. Ainsi un Ct de 37 a été 

fixé comme seuil de sélection des échantillons exploitables ou non. Au-delà de ce seuil, les 
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échantillons étaient considérés comme étant médiocrement amplifiables y compris en 

augmentant la prise d’essai. Avec ce seuil, l’ensemble des prélèvements du Venezuela, tous 

réalisés sur papiers buvards, se sont avérés exploitables. De façon plus surprenante le 

pourcentage d’échantillons non exploitables était similaire (11%) en Guyane et au Guyana, 

alors que le type de prélèvements était différent, respectivement sang veineux prélevé sur tube 

EDTA et sang capillaire prélevé sur papiers buvards. Le nombre important d’isolats non 

exploitable de Guyane pourrait s’expliquer par la présence au sein de l’échantillonnage de 

prélèvements recueillis dans le cadre d’un dépistage actif du paludisme par PCR nichée du 

gène 18S ARNr. Ainsi parmi les 26 prélèvements non analysables, 21 provenaient de patients 

présentant un frottis mince et une goutte épaisse négatifs. Cela témoigne d’une faible 

parasitémie pour ces prélèvements et confirme que l’utilisation de la PCR nichée du gène 18S 

ARNr sans aspect semi-quantitatif ne permet pas de valider de façon fiable le caractère 

analysable d’un gène monocopie. En ce sens, pour s’assurer de la qualité de l’ADN analysé 

lors de l’étude des gènes pfhrp2 et pfhrp3 en dehors de l’utilisation d’un système semi-

quantitatif, l’OMS recommande l’amplification de deux gènes présents en monocopie dans le 

génome de P. falciparum.  

Le protocole d’étude retenu pour les échantillons aurait pu introduire un biais si le fitness des 

parasites était impacté par la présence d’une délétion. En effet, si une délétion pfhrp est par 

exemple associée à une parasitémie plus faible, l’exclusion des prélèvements présentant un Ct 

supérieur à 37 pourrait entrainer une sous estimation du nombre de parasites délétés. Dans la 

littérature, aucune relation n’a été décrite en ce sens et les parasites délétés pour le gène 

pfhrp2 observés dans notre échantillonnage présentaient tous les deux un Ct autour de 30 

reflétant une parasitémie importante. Comme le décrit Baker et al.(24), la grande diversité de 

séquence de pfhrp2 n’est pas associée à un fitness spécifique ou un avantage en termes de 

survie pour les parasites.  

L’algorithme d’analyse ainsi défini avait pour objectif d’optimiser les coûts, les quantités de 

matrice utilisées et de limiter les biais en excluant les échantillons dont la quantité ou la 

qualité de l’ADN extrait serait trop faible. Cette approche innovante génère des résultats 

robustes. Un algorithme d’analyse similaire, incluant des PCR en temps réel, vient d’ailleurs 

d’être publié très récemment (65). 

 

C’est avec ce protocole que la prévalence des parasites délétés pour les gènes pfhrp2/3 dans 

trois pays du plateau des Guyanes a été étudiée, à savoir le Venezuela, la Guyane et le 

Guyana. Cette étude est d’intérêt à plusieurs égards : 
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- le panel d’isolats analysé est le plus large (n=605) jamais étudié en provenance de 

cette région sur un temps aussi court, 

- elle est la première à analyser des isolats du Venezuela, 

- l’analyse des isolats qui y est faite est complète et recherche précisément les délétions 

des gènes pfhrp2 et pfhrp3, jonction exon 1-2 et/ou exon 2. Seule une étude antérieure 

avait analysé les deux régions des gène pfhrp2 ainsi que pfhrp3 sur seulement neuf 

isolats en provenance du Pérou (26).  

L’analyse du gène pfhrp2 a confirmé l’absence de parasites délétés en Guyane et au Guyana. 

Ces résultats sont semblables aux résultats antérieurement obtenus en Guyane entre 2009 et 

2011, par Trouvay et al. (38) et au Guyana, en 2010, par Akinyi et al. (39). Ils divergent, par 

contre, de ceux du Suriname, où Akinyi et al. (39) ont décrit entre 2009 et 2011, 14% de 

Plasmodium falciparum délétés pour le gène pfhrp2. On peut cependant s’interroger sur la 

qualité et la quantité des ADN testés dans cette étude car pour confirmer leurs résultats, les 

auteurs ont utilisé une PCR nichée du gène codant l’ARNr 18S en point final. Ceci a pu 

conduire à une validation à tort de délétions. Seul un gène monocopie (pfmsp2) a été analysé 

sur ces isolats. Par ailleurs, les mouvements de populations humaines, en lien avec 

l’orpaillage, entre le Suriname, la Guyane et les états d’Amapa, du Para et du Maranhão au 

Brésil laissent à penser que les parasites retrouvés dans la zone de transmission commune à 

ces trois pays devraient être semblables. Les résultats du Suriname sont difficiles à confirmer 

aujourd’hui du fait de la très faible transmission du paludisme actuellement dans ce pays.  

Cette étude a montré la présence, à faible prévalence, 2,6% (IC95 [0 – 6,8]), de parasites 

délétés au Venezuela. Les parasites délétés au niveau du gène pfhrp2 le sont également au 

niveau du gène pfhrp3, il s’agit donc de doubles délétions. C’est à l’ouest de l’Amérique du 

Sud que se concentre la majeure partie des parasites délétés pour le gène pfhrp2 (cf. 

§2.2.1.3.4). Entre 1998 et 2011, la prévalence des parasites délétés pour le gène pfhrp2 

observées au Pérou était élevée et comprise entre 21% IC95 [12,7 – 29,3] et 41% IC95 [33,1 – 

48,9]) (26, 32 ,33). Plus proche du Venezuela, en Colombie, entre 1999 et 2001, la prévalence 

des parasites délétés pour le gène pfhrp2 était de 18% IC95 [10,5 – 25,5], parmi lesquels 13% 

IC95 [6,4 – 19,6] étaient des doubles délétés (pfhrp2/3) (34). Entre 2011 et 2012, cette 

prévalence avait fortement diminuée (p<0,001) et les parasites délétés semblaient avoir 

disparus 0% (n=112) (34, 35). Le Venezuela, qui fait partie de la région ouest du plateau des 

Guyanes, est à l’interface entre la Colombie et le Guyana. Il n’est donc pas surprenant qu’en 

2016-2017 la prévalence observée des parasites délétés pour le gène pfhrp2 y soit 

intermédiaire. Ces résultats devront cependant être confirmés avec des effectifs plus 
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conséquent car le nombre d’isolats analysés était faible (n=77) alors que l’OMS recommande 

d’étudier une population de 350 échantillons pour les pays présentant une prévalence de 

parasite délété pour le gène pfhrp2 située autour de 3% (31, 47). De plus, une attention 

particulière doit être portée à la frontière venezuelo-colombienne, zone de crise diplomatique 

et humanitaire, où les flux migratoires sont remaniés en permanence. En effet, les frontières 

vénézuéliennes ont été fermées en août 2015 pour réfréner l’expansion du paramilitarisme 

colombien mais en raison de l’ampleur de la crise économique et politique, de nombreuses 

personnes quittent actuellement clandestinement le Venezuela. Avec l’épidémie de paludisme 

qui touche actuellement ce pays et l’intensification des échanges avec la Colombie, les 

parasites délétés de l’ouest pourraient migrer vers le plateau des Guyanes.  

L’Amazonie est devenue, par le développement des axes communications fluviaux et routiers 

Est-Ouest et Nord-Sud, une zone de passage et d’échange pour les Hommes et les 

marchandises depuis le début des années 2000. Ce véritable carrefour est une alternative à la 

route Pan-américaine andine déjà existante (66). Le ministère de la santé du Brésil rapporte 

dans les états du nord-est, du Para et du Maranhão, de nombreux cas de paludisme importés 

majoritairement diagnostiqués chez des orpailleurs et provenant des pays proches, à savoir de 

trois pays du plateau des Guyanes : la Guyane, le Guyana, et le Venezuela (67). Cette 

circulation de populations peut expliquer l’homogénéisation de la population parasitaire dans 

un contexte global de faible transmission. Cette homogénéisation est observée depuis les 

années 2000, au niveau du marqueur moléculaire de résistance pfcrt associés à la résistance 

aux antipaludiques (amino-4-quinoléines) sur le plateau des Guyanes. Le mutant pfcrt de type 

7G8 (SVMNT) a ainsi atteint un état de fixation (>94%) à la faveur également de la très forte 

pression médicamenteuse exercée par la chloroquine durant la deuxième moitié du XXème 

siècle (68–71). Cette fixation s’observe également dans notre échantillonnage de parasites 

délétés qui présentent à 97,4% une séquence SVMNT. Par ailleurs, l’étude de 65 séquences 

du gène pfhrp2 a montré une diversité protéique limitée chez les isolats du plateau des 

Guyanes. Ces séquences (n=62) ont pu être regroupées en cinq profils parmi lesquels trois, 1c, 

1d et 2, avaient déjà été décrits par Trouvay et al (38) sur des isolats de Guyane entre 2009 et 

2011. Pour la Guyane, les séquences étaient similaires entre les deux études avec une majorité 

d’isolats appartenant au groupe 1 : 75,8% IC95 [60,5 – 91,5] en 2009-2011 et 89,2% IC95 [78,9 

– 99,1] en 2015-2017 (p=0.13). Au Guyana, seul 53,8% IC95 [33,8 – 72,2] des isolats 

appartenaient à ce groupe 1 (p<0,01). Ceci peut être le reflet des liens Est (Guyane/Suriname) 

et Ouest (Guyana/Venezuela) unissant les différents pays au sein même du plateau des 

Guyanes.  
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Par ailleurs, l’Amazonie est devenue, par la porosité de ses frontières et ses connexions avec 

les autres zones de transit que sont l’Equateur et le Pérou, une plaque tournante de 

l’immigration haïtienne comme africaine et asiatique (66). Lors de l’étude des séquences du 

gène pfhrp2, trois séquences se distinguaient en restant inclassables. En recherchant dans les 

fiches de renseignements cliniques il a été possible de déterminer qu’un isolat provenait du 

Cameroun, un des Philippines et un autre d’Haïti (S174). Pour ce dernier, seul isolat délété 

pour le gène pfhrp3 de Guyane, l’analyse du gène pfcrt a mis en évidence une séquence 

CVMNK aux positions 72 à 76 confirmant ainsi l’origine géographique différente de ce 

parasite (28).  

L’analyse du gène pfhrp3 a montré quant à elle 39,0% IC95 [28,1 – 49,9] de parasites délétés  

au Venezuela. Cette prévalence est similaire (p = 0,881) à celle décrite en Colombie, en 2011-

2012 (45,0% IC95 [35,8 – 54,2]) (35). En revanche on observe une diminution significative du 

nombre de parasites délétés pour le gène pfhrp3 en Guyane passant de 4,5 % IC95 [1,8 – 7,2] 

en 2009-2011 à 0,5% IC95 [0 – 1,5] en 2014-2016 (p<0,01). Aucune différence significative 

n’a été observée au Guyana entre 2010 et 2016 : 0% en 2010 (39) vs 3% en 2016 IC95 [0,9% 

- 5,1%] (p=0.08). 

Parmi les 39 isolats délétés pour le gène pfhrp3 du plateau des Guyanes, 77% présentaient une 

délétion totale de ce gène et 23% une délétion partielle. Ces différents types de délétions ont 

déjà été décrits par Gamboa et al.(26), seuls auteurs à avoir étudié les deux parties du gène 

pfhrp3 sur neuf isolats du Pérou. Pour connaitre l’étendue des délétions pfhrp3 et mettre en 

évidence les points de cassure, l’analyse des gènes adjacents aurait dû être conduite (tout 

comme pour pfhrp2) mais n’a pu se faire faute de temps. Par ailleurs, un dosage ELISA de 

protéine Pf-HRP3 permettrait de vérifier l’absence d’expression protéique, notamment chez 

les isolats présentant des délétions partielles.  

En présence de délétions et compte tenu de la réactivité croisée entre Pf-HRP2 et Pf-HRP3, 

les parasites délétés au niveau du gène pfhrp2 sans délétion associée du gène pfhrp3 peuvent 

dans certains cas mais avec une faible sensibilité être détectés par les TDR basés sur Pf-

HRP2, car ces protéines ont en commun plusieurs motifs, entre autres les motifs 1, 2, 4, 7 et 

20 (24). Le plus souvent, seuls les parasites doubles délétés ne sont pas détectés par les TDR 

(72). Ainsi, on peut imaginer qu’une délétion du gène pfhrp3 isolée pourrait entrainer une 

diminution de la sensibilité des TDR. Ceci n’a pas été mis en évidence in vitro lors de la 

comparaison des performances d’un TDR ultrasensible avec un TDR dit « classique » basés 

sur Pf-HRP2. En effet, la limite de détection des TDR classiques et ultrasensibles ne semble 



74 

pas impactée par la présence d’une délétion du gène pfhrp3 dès lors où le gène pfhrp2 est 

présent (72). 

En conclusion, les tests de diagnostic rapide combinés basés sur Pf-HRP2 pour détecter 

P. falciparum restent pertinents en Guyane et au Guyana. Au Venezuela, frontière ouest du 

plateau des Guyanes et proche de la zone andine de l’Amazonie où des parasites délétés pour 

le gène pfhrp2 ont été décrits, des réserves peuvent être émises quant à l’utilisation de TDR 

basé sur Pf-HRP2. S’ils doivent l’être, les TDR combinés sont à privilégier et une 

surveillance constante est requise. Fort heureusement, dans ce pays, la microscopie reste 

l’outil diagnostique de première intention. L’épidémie de paludisme touchant actuellement le 

pays pourrait cependant remettre en question cette organisation du fait d’un engorgement 

certain des structures de diagnostic. 
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ANNEXES 

 
Figure 25- Photo des gammes de sensibilité testées pour la jonction exon 1- 2 du gène pfhrp2 avec la PCR 

2J-.3 
 

 
Figure 26- Photo des gammes de sensibilité testées pour l’exon 2 du gène pfhrp2 avec la PCR 2E-1. 
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Figure 27- Photo des gammes de sensibilité testées pour la jonction exon1-2 du gène pfhrp3 avec la PCR 

3J-2 
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Figure 28- Photo des gammes de sensibilité testées 

 

Figure 29- Photo des gammes de sensibilité testées
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