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Summary: Allelic polymorphism of Plasmodium falciparum MSP-2 gene in isolates from Gabonese children.

In this study, we have undertaken the molecular analysis of the MSP-2 gene of P. falciparum isolates P. falciparum
collected from schoolchildren living in the village of Dienga (Gabon). Using conventional microscopy ~ merozoite surface protein 2 (MSP-2)
and the polymerase chain reaction, 61% of these children harboured parasites without any symp - genotyping
tom of malaria (asymptomatic status). Children with a malaria episode were those with an axillary asymptomatic
temperature 3 37°5 C and a parasitaemia 32 800 parasites/ul of blood. Comparisons of the allelic symptomatic
diversity and distribution of MSP-2 gene were carried out according to the clinical status at the time Dienga
of sampling. Gabon
Polymorphism of the MSP-2 gene was large in both clinical groups, both asymptomatic and symp Sub-Saharan Africa

tomatic (11 identified alleles). The allele FC27/560bp (base pairs) was found significantly in clinical
isolates. Prevalence of the 3D7 family was 68% and 44% in asymptomatic infections and clinical
infections, respectively. Multiple P. falciparum genotypes were more predominant in clinical cases
(2.96 clones/child with a malaria attack vs 2.01 clones/child with asymptomatic infections). We
observed also a reduction of the complexity of infection beyond the age of 10 years. These results
are discussed in regard to studies conducted in other areas in Africa.

Résumé :

Dans cette étude, nous avons entrepris I’analyse moléculaire des souches de P. falciparum préle P. falciparum
vées chez les enfants scolarisés du village de Dienga au Gabon. Dans cette population, 61 % des merozoite surface protein 2 (MSP-2)
enfants portent ce parasite sans manifester de symptomes (statut asymptomatique); ceci a été mis génotypage
en évidence par microscopie conventionnelle ou par I"'amplification enzymatique du gene MSP-2 de statut clinique
P. falciparum. Les enfants malades du paludisme sont ceux qui ont une température axillaire 3 37°5C Dienga
et une parasitémie 3 800 parasites/pl de sang. Une comparaison de la diversité et de la distribution des Gabon
alleles de MSP-2 a été entreprise en fonction du statut clinique au moment du prélévement. Afrique intertropicale

Le polymorphisme du géne de MSP-2 est large et tout aussi important dans les isolats des enfants
malades que dans ceux des enfants asymptomatiques (11 alleles ont été identifiés sur I’ensemble
des isolats). Nous remarquons que I'allele FC27/560 pb (paires de bases) est sur-représenté dans les
isolats cliniques. La fréquence de la famille alléliqgue 3D7 est de 68 % dans les isolats provenant des
infections asymptomatiques et de 44 % dans les isolats cliniques. Les infections multiples a P. falci-
parum sont plus nombreuses dans les isolats cliniques (2.96 clones/enfant malade vs 2.01
clones/enfant asymptomatique) et nous observons une réduction de cette complexité passé I'age de
10 ans. Ces résultats sont discutés en regard des études menées sur d’autres sites en Afrique.

Introduction ner ce parasite, la vaccination contre le paludisme est un grand
espoir, tempéré toutefois par le fait que Plasmodium falcipa -
e paludlsme est la pl’emlére cause de morbldlté et de rum est une espéce extrémement po|ymorphe (22) L’exis-

mortalité dans les régions sub-sahariennes de I’Afrique.
Plasmodium falciparum est I’espéce la plus redoutable car
responsable de la plupart des cas mortels. L'adaptation de ces
parasites aux changements de I’environnement, a la pression

tence de cette grande diversité antigénique entre les souches
de P. falciparum est I’'une des hypothéses avancées pour expli-
quer aussi bien la lente acquisition de I'immunité contre le

médicamenteuse, aussi bien qu’aux réponses immunes de paludisme des individus vivant en zone d’endémie palustre, que
I’héte, leur a permis de déjouer les programmes de controle pour expliquer la susceptibilité marquée des adultes euro-
de la maladie. Parmi les mesures mises en ceuvre pour élimi- péens voyageant dans ces mémes zones (12).
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De nombreuses études d’épidémiologie moléculaire des para-
sites ont montré que les populations parasitaires sont diffé-
rentes en fonction du site et, sur un méme site, elles peuvent étre
différentes en fonction de la saison de transmission (2, 3,17) ou
en fonction des facteurs dépendant de I’'héte tels que I’'hémo-
globine (14, 15). L'analyse comparative de la diversité géné-
tigue des parasites prélevés chez des sujets porteurs
asymptomatiques (4, 10) et symptomatiques (4, 17, 19) a per-
mis de considérer la multiplicité des infections comme un cri-
tere important dans I’analyse des infections dues au paludisme
pour un site donné. En effet, les individus résidant en zone
d’endémie paludique hébergent une a plusieurs souches en
méme temps, ce nombre pouvant varier de 1 a7 (15, 16). La pré-
sence d’infections comportant de multiples clones parasitaires
a été mise en évidence dans des isolats provenant de plusieurs
pays comme la Gambie (6), le Soudan (2, 3), la Tanzanie (4), le
Zimbabwve (7). Une faible prévalence des infections multiples
dans les prélévements sanguins a été associée a la sévérité de la
maladie au Sénégal (16) et, en Papouasie- Nouvelle-Guinée, a
une plus grande morbidité paludique (1).

Dans un village situé au sud-est du Gabon, le village de Dienga,
nous avons entrepris I’analyse moléculaire des souches de
Plasmodium falciparum prélevées chez des enfants scolari-
sés. Le but de cette étude était de caractériser et de comparer
la diversité génétique, la distribution allélique aussi bien que
la complexité des infections dans les isolats provenant d’une
population stable. Cette comparaison a été faite en fonction
du statut clinique: porteurs sains de parasites et porteurs
symptomatiques. Les prélévements ont été réalisés pendant la
méme période de transmission.

Nous avons utilisé comme marqueur génétique du polymor-
phisme du parasite le géne MSP-2 (mérozoite surface pro-
téine 2) qui code pour une protéine qui est aussi un candidat
vaccin. Ce marqueur s’est révélé utile et fiable dans plusieurs
études de suivi des infections au niveau de I'individu ou de la
population.

Les données obtenues dans cette étude pourront servir de
référence pour de futures études telles que I'impact des dif-
férents essais thérapeutiques sur les populations parasitaires.

Matériels et méthodes
Site de I'étude

Cette étude a été menée dans le village de Dienga (au sud-est
du Gabon) ou la majorité des infections a P. falciparum ont lieu
pendant les saisons des pluies, de février a mai et d’octobre a
décembre. Environ 1200 personnes vivent dans ce village et
P. falciparum est I'espéce plasmodiale prédominante, consti-
tuant plus de 95 % de toutes les infections observées en micro-
scopie conventionnelle. Ce village est situé dans une région ou
le paludisme est mésoendémique et hyperendémique et des pics
saisonniers de transmission sont observés pendant la saison des

pluies. Les vecteurs les plus importants sont Anopheles gam -

biae et Anopheles hancocki. Le taux d’inoculation entomo-
logique est estimé a 0,27 piqdre infectante/homme/nuit
pendant cette période de préléevement (N. ELissA, communi-
cation personnelle).

Les patients

Les sujets inclus dans cette étude sont 4gés de 7a 14 ans et sont
scolarisés dans I’école primaire du village. lls ont tous été
recrutés pendant la méme période, de février 8 mail995. Les
enfants asymptomatiques ont été recrutés a I’école tandis que
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les sujets symptomatiques I’ont été au dispensaire du village
ou par recherche active de I’éléve absent. La température axil-
laire a été prise, et une goutte épaisse et un frottis ont été réa-
lisés pour déterminer la parasitémie et I’espéce infectante.
Dans cette étude, un enfant est déclaré souffrir de paludisme
s’il a une température axillaire supérieure a 37,5 °C et une
densité parasitaire supérieure a 800 parasites/pl de sang (21).
La présence d’antimalariques dans les urines a été recherchée
en utilisant le test de SAKER-SoLOMON (18). Tous les enfants
malades ont été traités en administrant de la quinine (8 mg
base/kg) et de la clindamycine (8mg/kg) par voie orale 2 fois
par jour pendant 3 jours. Des gouttes épaisses ont été faites a
JO, J4 et J7 apreés traitement (21). Seuls les enfants guéris a la
suite du traitement ont été retenus dans cette étude. Le sang
veineux a été prélevé avec le consentement informé des parents
ou des tuteurs. Le culot globulaire a été obtenu apres centri-
fugation et retrait des cellules mononuclées. Ce culot a été
congelé a -80 °C jusqu’a I'extraction de I’ADN parasitaire.

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique du Centre
international de recherches médicales de Franceville (CIRMF).

Méthode d’observation des parasites

Dans cette étude, seules les formes sanguines asexuées sont
considérées. Apres coloration au Giemsa, les parasites sont
comptés sur 200 leucocytes et les densités parasitaires (nombre
de parasites par pl de sang) sont déterminées en considérant
gue I’'on a 8000 leucocytes /pl de sang.

Typage du géne MSP-2

Les alléles de la protéine 2 de surface du mérozoite sont grou-
pés en 2 familles principales 3D7 et FC27, correspondant a la
structure dimorphique de la région centrale variable (16). Les
alléles de MSP-2 sont typés par la double amplification enzy-
matique spécifique en utilisant des amorces spécifiques des
familles alléliques de MSP-2 décrites précédemment (14, 15).
Les amorces utilisées flanquent la région centrale de ce gene.
Les fragments amplifiés (produits PCR) sont séparés par élec-
trophorese sur gel d’agarose a 1.5 % (Seakem, FMC products)
et visualisés grace au bromure d’éthidium sous ultraviolet. La
taille des fragments a été déterminée en utilisant des marqueurs
de poids moléculaire (Boehringer Mannheim, Marker V1).

Statistiques

La population concernée est la population parasitaire, I'unité
statistique est I’alléle et les variables étudiées sont les différents
alleles (présent ou absent) caractérisés par leur séquence (famille
3D7 ou famille FC27) et par leur taille. La fréquence d’un
alléle est exprimée simplement en pourcentage comme étant
le rapport du nombre d’alleles X observés sur I’ensemble des
alléles dénombrés dans les isolats. Les techniques d’amplifi-
cation utilisées ici identifient les alléles qualitativement.
L’homogénéité de I’age dans chaque groupe a été testée aussi
en utilisant le test de MANN-WHITNEY U.

L'impact de I’age sur le nombre total de fragments ou de géno-
types parasitaires différents et sur la parasitémie a été analysé
en utilisant le test de corrélation de SPEARMAN. 1l en a été de
méme pour I'analyse de la relation entre la densité parasitaire
et le nombre total de fragments. Le test du C? a été utilisé
pour comparer le nombre total de clones observé entre les
deux groupes cliniques. La fréquence allélique de FC27 et
3D7 entre les deux groupes cliniques a été comparée en uti-
lisant le test de MANN-WHITNEY U.
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Résultats

Pendant la période de recrutement, de février a mai 1995,
cent soixante-trois enfants dont 76 filles et 87 gargons,
agés de 6 a 14 ans, ne présentant pas de symptdmes du palu-
disme, ont été prélevés. Soixante et un enfants avaient moins
de 10 ans et cent deux enfants avaient 10 ans ou plus. Parmi
eux, soixante et un pour cent étaient infectés par P. falciparum
(mis en évidence sur goutte épaisse ou lors de I'amplification
enzymatique de ’ADN parasitaire). D’autre part, vingt-six
enfants agés de 6 a 14 ans, dont 11 avaient moins de 10 ans et
15 avaient 10 ans ou plus, souffrant de paludisme simple avec
une température axillaire supérieure a 37,5 °C et une densité
parasitaire de P. falciparum comprise entre 800 et 56 000 para-
sites/pl de sang, ont également été recrutés. L’age moyen des
enfants porteurs asymptomatiques de parasites était de 10,38
(déviation standard 2,04) et celui des enfants malades était de
10,6 (déviation standard 2,4). Aucune trace d’antimalarique n’a
été détectée dans les urines au moment des prélevements. La
moyenne géomeétrique de la densité parasitaire chez ces enfants
malades était de 3712 (820 - 40000 parasites/pl de sang) et, chez
les porteurs sains, elle était de 215 (60 - 6760 parasites/ul de
sang).

La sensibilité de la technigue de génotypage dans nos mains
a été déterminée en utilisant la souche SGE2 cultivée au labo-
ratoire. Elle est de 1 parasite détecté/ul de sang. Certains
échantillons ont été choisis au hasard et testés de maniere
répétée afin de vérifier la reproductibilité de notre technique.
Le typage du géne MSP-2 a mis en évidence un polymor-
phisme large; en effet, 11 alléles du géne de MSP-2 ont été
détectés dans 126 isolats. Tous ces alléles ont été distingués
par la taille des fragments amplifiés et/ou la famille allélique
3D7 ou FC27. Six alleles de type 3D7 et cing alleles de type
FC27 ont été dénombrés (figure 1). En fonction du statut
clinique, nous observons que I‘alléle FC27/600 pb n’est mis
en évidence que dans les infections symptomatiques et les
alléles 3D7/530 pb et 3D7/510 bp ne sont présents que dans
les infections asymptomatiques, mais la tres faible fréquence,
environ 4 %, ne permet ni déduction ni spéculation. L'allele
3D7/420 bp est significativement sur-représenté dans les
infections asymptomatiques. Par contre, les alleles FC27 de
560 pb et de 500 pb sont sur-représentés dans les infections
symptomatiques (P < 0,05) (figure 1).

Figure 1.

Diversité allélique du géne MSP-2 de Plasmodium falciparum
dans les prélevements des enfants du village de Dienga,Gabon.

Allelic diversity of Plasmodium falciparum MSP-2 gene
in samples from children living in the village of Dienga, Gabon.

- }
I il

Clirtectborg amngd iaiad rpik s
an Eistectione symgrivrrasigiss

?ﬂﬂjﬂdj.i

K o i oo A

- Typss JOF

Bull Soc Pathol Exot, 2001, 94, 2 bis, 183-187

La fréquence de la famille allélique 3D7 est de 68 % dans les
infections asymptomatiques et 44 % dans les symptoma-
tiques. Nous mettons en évidence une différence significa-
tive (p <0,0002, MANN-WHITNEY U) dans la proportion des
alléles 3D7 en fonction du statut clinique. Les infections symp-
tomatiques comportent significativement moins d’alléles de
la famille 3D7 tandis que la famille FC27 est prédominante
(56 % contre 32 % dans les infections asymptomatiques).
Mais cette derniére différence n’est pas significative.

Les infections multiples sont déterminées par la présence de
plus d’un alléle de MSP-2 dans un seul isolat. L'utilisation du
marqueur MSP-2 uniquement permet de mettre en évidence
2,96 clones par enfant malade contre 2,01 par enfant sain.
Nous observons donc une complexité des infections significa-
tivement plus importante dans les isolats cliniques (test du C?,
p <0,05) (tableau I).

Tableau |.

Le nombre total de fragments représente le nombre total
de génotypes parasitaires détecté en utilisant I'analyse
du gene MSP-2 de P. falciparum (P. f), sur I’ensemble des isolats.

The total number of fragments represents the total number of parasitic genotypes
detected using the analysis of Plasmodium falciparum MSP-2 gene on all the isolates.

enfants porteurs d’infections asymptomatiques

nb sujets 100

nb total de fragments 201

nb fragments/enfant 2,01
enfants porteurs d’infections symptomatiques

nb sujets 26

nb total de fragments 7

nb fragments/enfant 2,96

Le nombre de fragment/enfant représente le nombre de génotypes parasitaires

de P. f. identifié en utilisant I’analyse du géne MSP-2,dans un échantillon sanguin.
Il est intéressant de noter que le nombre total de fragments ou
le nombre total de génotypes parasitaires différents détectés
diminue aprés I’age de 10 ans dans cette population d’enfants
(SPEARMAN’s rank correlation {rs = -0,42}, p < 0,05). En
revanche, nous n’observons aucune corrélation entre I’age et
la densité parasitaire, ni entre la densité parasitaire et le nombre
total de fragments dans ces échantillons. Pour cette derniére
analyse, nous n’avons considéré que les échantillons positifs
a I’examen microscopique.

Discussion

"analyse des génotypes parasitaires fournit de nouveaux

moyens pour décrire et caractériser le paludisme sur un site
donné et cela permet aussi d’avoir des indications sur la mise
en place de I'immunité naturelle contre Plasmodium falcipa -
rum. Dans I’étude présentée ici, nous avons analysé la diver-
sité génétique des souches de P. falciparum prélevées chez des
enfants porteurs asymptomatiques de parasites et chez d’autres
souffrant de paludisme simple. Notre but était de comparer la
diversité allélique, la distribution des alleles et la complexité des
infections en fonction du statut clinique.
Cette étude a été menée dans le village de Dienga sur une
période de 4 mois et nous estimons que la plupart des alléles
du gene de MSP-2 circulant sur ce site ont pu étre détectés.
Cette remarque s’avere nécessaire car il a été montré en Tan-
zanie (10) que les populations parasitaires fluctuaient de
maniere quotidienne. Ce renouvellement continuel des souches
au niveau individuel a été observé aussi au Sénégal (8). Il est
important de remarquer que le niveau de transmission sur le
site tanzanien et sénégalais est 3 fois plus important que celui
observé dans le village de Dienga au Gabon.
Malgré cela, un polymorphisme important du géne MSP-2 a
été mis en évidence aussi bien dans les isolats cliniques que dans

185



. INLUUIEE, U, INYUUTIUUU-L Al IUj 1, A, J. . LULY ELal.

les infections asymptomatiques. Cette observation n’est guére
différente de celles faites sur d’autres sites en Afrique avec
des niveaux d’endémicité différents (2, 4, 13, 17).

Nous observons que la répartition des alléles est différente
en fonction du statut clinique puisque la famille allélique pré-
dominante est la famille 3D7 dans les infections asymptoma-
tiques et la famille FC27 dans les isolats des enfants malades.
Les alleles FC27 ont aussi été observés en majorité chez les
sujets malades de Papouasie-Nouvelle-Guinée (9); par contre
c’est la famille 3D7 qui a été associée a la maladie en Tanza-
nie (4) et au Sénégal (16). Il est possible que ces alléles FC27
de la protéine 2 de surface du mérozoite induisent une plus
grande production des cytokines impliquées dans la cascade
des événements conduisant aux symptémes, ou que ces alleles
soient beaucoup plus aptes a favoriser I'invasion des globules
rouges. Nous pouvons formuler I’hypothése que les alléles
3D7 trouvés majoritairement dans les isolats des infections
asymptomatiques pourraient participer a la mise en place de
la protection contre la maladie et il serait alors intéressant
d’analyser la réponse humorale spécifique de souche (3D7 et
FC27) en fonction du statut clinique. Si le taux en anticorps
contre 3D7 était trouvé plus important chez les porteurs
asymptomatiques du village, cela appuierait cette hypothése.
Il serait également intéressant de déterminer la fréquence des
différentes familles alléliques du géne MSA-2 dans des préle-
vements sanguins d’adultes du village. Outre cette hypothese,
il n’est pas a exclure la possibilité que ce ne soit pas le locus
MSP-2 qui soit responsable des résultats observés ici mais
que ce soit le produit d’un locus qui lui est trés proche.

La complexité des infections étant un reflet au niveau indivi-
duel de la relation hote-parasite, il ressort de notre étude que
les isolats cliniques contiennent significativement plus de
souches différentes que les isolats relevant d’infections asymp-
tomatiques. La moyenne d’age des individus étant la méme
dans les deux groupes, cette augmentation ne saurait étre attri-
buée a un biais dans le recrutement des patients. Ce résultat
est intéressant et va tout a fait dans le sens des observations
faites dans un village du Soudan (17) ou la transmission est sai-
sonniére et peu importante. Mais il est en contradiction avec
les observations faites dans les villages sénégalais (5), tanza-
niens (4) et de Papouasie-Nouvelle-Guinée (1) dans lesquels
une réduction du nombre de clones est observée lors des épi-
sodes de paludisme et ou la transmission est importante et
pérenne. Nlous interprétons néanmoins ce résultat ainsi: la
survenue des symptdmes serait liée a I'inoculation d’une nou-
velle souche non encore rencontrée par I'individu qui n’a donc
pas développé une immunité suffisante pour contréler sa mul-
tiplication. Ainsi, a I'apparition des symptdmes du paludisme,
un allele parasitaire particulier serait présent en quantité impor-
tante. La maladie serait déclenchée par un phénomeéne quan-
titatif et non qualitatif. Dans ce travail, il nous est impossible
de dire si un génotype parasitaire est présent de maniére impor-
tante quantitativement dans les isolats cliniques au moment du
prélévement car la méthodologie utilisée ici pour analyser les
alleles n’est pas quantitative. D’autre part, cette augmenta-
tion du nombre de clones parasitaires dans les isolats cliniques
obtenus dans les villages gabonais ou soudanais (17) peut étre
due a une meilleure détection par amplification enzymatique
de I’ADN des clones présents. En effet, la densité parasitaire
chez les malades gabonais et soudanais est moins importante
que celle observée chez les patients résidant en zone de trans-
mission élevée et continue.

Dans notre étude, nous avons observé une diminution du
nombre de clones a I’age de 10 ans chez les enfants porteurs
asymptomatiques. Cette dépendance vis-a-vis de I’age a déja
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été mise en évidence au Sénégal (13) et en Tanzanie (19) ou la
multiplicité des infections était maximale en dessous de 15
ans au Sénégal (13) et entre 2 et 7 ans en Tanzanie (19). L’im-
pact de I’age sur la multiplicité des infections est variable sui-
vant le niveau de transmission et d’endémicité du site (13, 17,
19). Deux études en Tanzanie ayant porté sur des enfants de
moins d’un an ont montré qu’il n’y avait aucune influence de
I’age sur la complexité des infections, mais qu’une corréla-
tion existait entre le nombre de clones de P. falciparum et la
densité parasitaire (19).

Des études (11, 15) ont montré que I'utilisation de marqueurs
génétiques en plus de MSP-2, comme la protéine de surface
1 (MSP-1) ou GLURP (Glutamic acid rich protein), n’ap-
portait pas de résultat plus significatif pour analyser la com-
plexité parasitaire. Aussi avons-nous considéré que le marqueur
MSP-2 représentait le meilleur marqueur utilisable pour
conduire I’analyse de nos prélévements a Dienga.

Il apparait tres clairement maintenant qu’une connaissance
plus fine de la génétique des populations parasitaires, en par-
ticulier la complexité des infections plasmodiales, constitue une
donnée épidémiologique qui devrait permettre de mieux mesu-
rer I'impact des moyens thérapeutiques ou de contréle sur
des populations parasitaires infectant I’'homme ou le vecteur
sur un site donné.
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