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Summary: No influence of season of transmission nor age of patients on the complexity and genetic
diversity of Plasmodium falciparum infection in Cotonou,Benin.

The aim of the present study was to determine the genetic diversity and allelic frequencies of the
genes encoding for the merozoite surface protein-1 (MSP-1) and protein-2 (MSP-2) of P. falciparum
collected from Beninese patients during the high and low transmission seasons in Cotonou, in South
Benin. Sixty and twenty-four patients were sampled during the dry and wet seasons, respectively.
Parasite DNA was analysed using allele-specific primers to amplify block2 of MSP-1 and central
variable region of MSP-2.

A total of 12 (K1, Mad20, Ro33) MSP-1 and 23 (3D7, FC27 and hybrids) MSP-2 alleles were detec
ted. Neither age nor transmission season modified the genetic diversity of P. falciparum nor the dis
tribution of MSP-1 and MSP-2 alleles. Combining the results of MSP-1 and MSP-2 genotyping, mul -
tiple P. falciparum infections were observed in 57% and 70% of isolates during the wet and dry sea -
sons, respectively. The complexity of infections defined as the number of parasite genotype per iso
late was 2.4 and it was not affected either by the season or by the age of the host. We conclude
that change of season did not influence the permanent turn-over of parasites and the complexity
of infections.

Data obtained here will serve as a baseline for future studies, such as the impact of malaria control
measures on parasite populations, to be conducted in Cotonou.

Résumé :

L'objectif de cette étude est de décrire la diversité génétique de P. falciparum et de déterminer les fré
quences alléliques des genes MSP-1 et MSP-2 de P. falciparum dans des prélevements de malades souf
frant de paludisme pendant la saison séche et pendant la saison des pluies & Cotonou, au sud du
Bénin. Soixante et vingt-quatre patients ont été respectivement sélectionnés pendant la saison séche
et pendant la saison des pluies. UADN parasitaire a été analysé en utilisant des amorces afin d’ampli
fier le block2 de MSP-1 et la région variable centrale de MSP-2. Des amorces spécifiques des princi
pales familles alléliques ont permis de distinguer les différents alléles des génes MSP-1 et MSP-2.
Nous avons mis en évidence 12 alléles du géne MSP-1 et 23 alléles du géne MSP-2. La diversité
génétique de P. falciparum ne semble affectée ni par la période a laquelle le prélévement a été effec
tué, ni par I'age du patient. En combinant les résultats du typage des génes MSP-1 et MSP-2, nous
observons respectivement 57 % et 70% d’infections multiples pendant la saison des pluies et la sai
son séche. La complexité des infections déterminée comme étant le nombre de génotypes parasi
taires par individu est de 2,4. Cette complexité est, elle aussi, indépendante de la saison de trans
mission et de I’age de I’'hote.

Les résultats obtenus dans cette étude serviront de données de base pour évaluer I'impact de cer
taines mesures de lutte contre la maladie sur les populations parasitaires de la région de Cotonou.

Introduction

’épidémiologie moléculaire des parasites responsables
du paludisme, discipline utilisant la biologie moléculaire
pour étudier les parasites circulants, prend un essor de plus
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en plus important dans la recherche menée sur le terrain (23,
27). Les infections dues a P. falciparum ont été analysées en
utilisant les méthodes d’amplification génique ou Polymerase
Chain Reaction (PCR) (26, 29) afin d’amplifier les régions
polymorphes des genes du parasite comme ceux codant des
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antigénes tels que les protéines de surface du mérozoite (2,
4, 21). Pour identifier I’espece plasmodiale, I'amplification
du géne codant la petite sous-unité du ribosome a été réali-
sée (21, 22). De nombreuses études (5, 7, 8, 12, 13, 14, 17) uti-
lisant cette technique, ont mis en évidence des différences
géographiques importantes dans les populations parasitaires
circulantes (7). Les marqueurs du polymorphisme parasi-
taire utilisés le plus couramment dans ces études sont MSP-
1 et MSP-2 (4, 28). Pour décrire les parasites tels qu’ils sont
sur le terrain, des critéres comme la fréquence allélique des
genes considérés et la complexité des infections ont été déter-
minés (30). Des études épidémiologiques ont montré que la
diversité génétique des populations naturelles de parasites
pouvait varier sur deux sites éloignés de quelques kilometres
seulement (15). De méme, ces critéres pouvaient varier en
fonction du statut clinique de I'individu (asymptomatique
versus symptomatique), de la gravité de la maladie (cas simples
Vs cas séveres) (16, 24), en fonction de I’age du patient (10, 20),
du phénotype de I’'hémoglobine de I’h6te (hémoglobine nor-
male Hb AA versus trait drépanocytaire Hb AS) (21, 22), et
des facteurs écologiques tels que les fluctuations dans la trans-
mission (saison séche vs saison pluvieuse) (25), I’endémicité
du paludisme sur le site (2, 15, 30).

Les buts de la présente étude sont:

- de déterminer la diversité génétique de Plasmodium falci
parum en analysant les génes MSP-1 et MSP-2;

- de comparer cette diversité en fonction de la saison de trans-
mission (seche ou pluvieuse) a Cotonou, au sud du Bénin, en
Afrique de I'Ouest.

Matériels et méthodes

L’étude a été menée dans la ville de Cotonou située au
sud du Bénin. La transmission du paludisme y est intense
et permanente avec deux pics au cours de I’année entre mai
et juin, puis entre septembre et octobre. Entourée par le lac
Nokoué, des flaques d’eau et des marécages sont observés
dans cette ville toute I’'année. Plasmodium falciparum est
I’espéce prédominante et le vecteur principal est Anopheles
gambiae s. s (19). Le nombre de piqdres infestantes a été estimé
a 58/personne/an (19).

Les malades souffrant de paludisme (enfants et adultes), venus
en consultation a I’hdpital St-Luc de Cotonou, présentant
une température axillaire > 37,5 °C et une goutte épaisse posi-
tive avec une densité parasitaire 3 500 parasites/pl de sang en
saison séche et 3 800 parasites/pl de sang en saison des pluies,
ont été recrutés dans I’étude avec le consentement éclairé des
patients ou tuteurs. Soixante malades ont été sélectionnés
entre le mois d’octobre et le mois de décembre 1997, ce qui
correspondait a la saison seche, et vingt-quatre ont été sélec-
tionnés en avril 1998, ce qui correspondait a la saison plu-
vieuse. Un frottis sanguin et une goutte épaisse ont été réalisés
pour chaque patient. Ces lames ont été séchées et colorées au
Giemsa, puis lues avec un microscope optique a I’agrandis-
sement x 100 en comptant les formes asexuées de parasite sur
200 leucocytes. Le nombre de parasites par microlitre de sang
a été calculé en estimant qu’un microlitre de sang comportait
8000 leucocytes. Les patients recrutés étaient agés de 6 mois
a 70 ans. Soixante patients dont 23 de la tranche d’age de 6 mois
al4anset 37 dont I’age était 3 15 ans ont été recrutés pendant
la saison séche et 24 patients dont 13 4gés de 6 mois a 14 ans
et 11 dont I’age était 3 15 ans ont été recrutés pendant la sai-
son de forte transmission. Cette étude a été approuvée par le

Santé publique

comité éthique du Ministere de la santé et de I’'Université
nationale du Bénin avant d’étre entreprise.

L’ADN parasitaire a été extrait a partir de 100 pl de sang total
congelé en utilisant la méthode du phénol et du chloroforme
(4) et cet ADN a été remis en suspension dans 50 pl d’eau
distillée. Le typage des génes MSP-1 et MSP-2 a été réalisé en
utilisant des amorces spécifiques des différentes familles allé-
liques comme décrit par ailleurs (24). Brievement, les régions
polymorphes du bloc 2 du gene MSP-1 et de la région centrale
du géene MSP-2 de P. falciparum ont été amplifiées par PCR
(Polymerase chain reaction) nichée ou double amplification
enzymatique en utilisant des amorces spécifiques. Trois familles
alléliques ont été déterminées pour le géne MSP-1: K1, Ro33
et Mad20. Trois familles alléliques 3D7, FC27 et les hybrides
ou alléles recombinants *FC27/3D7% et *3D7/FC27%) (30) du
géne MSP-2 ont été considérés. Les fragments amplifiés ont
été séparés sur du gel d’agarose 1,5 % (Seakem, produits
FMC) par électrophoreése et visualisés avec le bromure d’éthi-
dium sous la lumiére ultraviolette. La taille des amplificats a
été estimée en utilisant les marqueurs de poids moléculaire
de ’ADN (Marqueur VI, Boehringer Mannheim).

La fréquence d’un allele a été calculée comme son pourcen-
tage par rapport au nombre total d’alléles détectés dans I’en-
semble des isolats. La distribution des familles alléliques des
génes MSP-1 et MSP-2 et le nombre de génotypes parasitaires
par personne infectée ont été déterminés dans chaque groupe
d’age en fonction de la saison.

La complexité des infections (nombre minimum de différents
génotypes parasitaires par individu infecté) a été estimée en
divisant le nombre total de fragments MSP-1 et MSP-2 détec-
tés par le nombre total d’échantillons ayant donné un produit
d’amplification. Des comparaisons ont été faites en fonction
de la saison et de I’age.

Résultats

Pendant la saison séche, les densités parasitaires étaient
comprises entre 500 et 85000 parasites/pl de sang, tandis
qu’au cours de la saison pluvieuse, elles étaient comprises
entre 800 et 240000 parasites/pl de sang. La densité géomé-
trique moyenne des parasites était de 10500 parasites/pl et
4966 parasites/pl de sang pendant les saisons pluvieuse et
séche, respectivement.

Lefficacité de la détection de I’ADN parasitaire définie comme
étant la proportion d’échantillons amplifiés avec succés en
utilisant la technique d’amplification enzymatique des genes
était de 41 % pour MSP-1 et 81 % pour MSP-2.

Une importante diversité allélique (tableau I) a été observée
aussi bien pour le gene de MSP-1 avec 12 alléles que pour le
géne de MSP-2 avec 23 alléles dont 10 alléles hybrides détec-
tés comme cela a été décrit par ZWETYENGA et al. (30).

Tableau I.

Diversité allélique des génes MSP-1 et MSP-2 de P.falciparum
a partir d’isolats prélevés a Cotonou.

Allelic diversity of MSP-A and MSP-2 P. falciparum genes
from isolates sampled in Cotonou.

MSP-1 MSP-2

K1 Mad20 R033 3D7 FC27 hybrides
210 210 190 220 360 220
220 230 220 240 380 240
240 250 270 400 250
260 290 450 290
270 310 490 310
280 330 330
300 370 350
390 390
430
450
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Figure 1. Figure 2.

Analyse du géne de MSP-1 de P. falciparum
a partir d’isolats prélevés a Cotonou.

La fréquence des familles alléliques de MSP-1 a été déterminée
en utilisant la double amplification enzymatique a I'aide d’amorces
spécifiques de ces familles alléliques. Trois principales familles K1,
Mad20 et Ro33 ont été identifiées pendant la saison séche (en gris)
et la saison pluvieuse (en clair).
Analysis of the MSP-1 P. falciparum gene
from isolates sampled in Cotonou.

H Zaigon sdche |
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K1 Mad2n Roii

La diversité génétique n’est affectée ni par I’age des patients
souffrant de paludisme, ni par le niveau de transmission. Nous
constatons que 40 % des alléles de MSP-1 et de MSP-2 sont
détectés en saison seche et en saison des pluies.

La distribution des alléles de la famille K1 et Ro33 du géne
MSP-1 est la méme au cours des différentes saisons de trans-
mission (figure 1). Cependant, pour les alléles de type
Mad20, nous observons une réduction, non significative,
(C2=0,0012; p = 0,22; ddl = 1), de la fréquence de la famille
allélique de Mad20 durant la saison séche. La distribution des
alléles du géne MSP-2 n’est pas modifiée par la saison de trans-
mission (figure 2).

En combinant les résultats du typage des génes MSP-1 et
MSP-2, nous observons que les infections multiples (avec plus
d’un génotype parasitaire de P. falciparum) représentent 57 %
des isolats cliniques obtenus en saison des pluies et 70 % de
ceux obtenus en saison seche. Statistiquement, il n’y aaucune
différence entre ces deux pourcentages (C? =1,284; p = 0,65).
D’autre part, la complexité des infections est de 2,4 fragments
amplifiés/individu. Celle-ci n’est affectée ni par I’age, ni par
la saison de transmission.

Discussion

Cette étude est la premiére a rapporter une analyse molé-
culaire des souches de P. falciparum prélevées sur un site
au Bénin. Les résultats obtenus montrent que la saison de
transmission n’influence ni la distribution des alléles des genes
codant MSP-1 et MSP-2, ni la complexité des infections dues
a P. falciparum chez les patients considérés. Au Soudan et en
Tanzanie (2), une analyse similaire a été entreprise sur des
sites avec des niveaux de transmission différents. Une réduc-
tion du polymorphisme des genes de MSP-1 et MSP-2 a été
associée a la diminution du niveau de transmission.

La multiplicité des infections chez un individu peut étre due:
- & un important taux d’inoculation entomologique (TIE)
comme en Tanzanie (village de Michenga) (2) ou au Sénégal
(village de Dielmo) (15) ou les patients recoivent un grand
nombre de pigdres infectantes;
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Analyse du gene de MSP-2 de P. falciparum
a partir d’isolats prélevés a Cotonou.

La fréquence des familles alléliques de MSP-2 a été déterminée
en utilisant la double amplification enzymatique a I'aide d’amorces
spécifiques de ces familles alléliques. Trois principales familles FC27,
3D7,et des hybrides (alléles recombinants *FC27/3D7° et ®3D7/FC27°)
ont été détectées pendant la saison seche (en noir)
et la saison pluvieuse (en clair).

Analysis of the MSP-2 P. falciparum gene
from isolates sampled in Cotonou.
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- par un seul moustique
porteur de plusieurs
clones parasitaires dans
son inoculum (9).

Dans le contexte de
cette étude, il est diffi-
cile de spéculer sur I'in-
fluence de I'inoculum
du moustique sur la
multiplicité des infec-

Eowecn secha tions parce qu’aucune
OSalsandssphiss. | donnée de ce type n'est
P disponible sur ce site au

Bénin. Nous ne pou-
vons spéculer qu’a par-
tir d’observations faites
dans d’autres lieux ou
les TIE sont identiques
a celui de Cotonou. A
Madang, en Papouasie-
Nouvelle-Guinég, ol le
TIE esten moyenne de
30, le nombre de diffé-
rents clones de P. falci -
parum par personne
était de 1,7 (1) et, a
Cotonou, avec un TIE de 58 (19), donc le double de celui
observé a Madang, la multiplicité des infections était seulement
de 2. En Gambie, des isolats cliniques présentaient en moyenne
2 clones de P. falciparum avec un TIE sur ce site de 4 a 24
(18). Il semble évident que le taux d’inoculation entomologique
a un impact sur la multiplicité des infections, mais cette rela-
tion est loin d’étre linéaire. Cependant, nous pouvons ima-
giner que, dans une zone a transmission permanente, le
changement de saison influence peu la diversité des parasites
et le nombre de génotypes parasitaires par personne parce
gue les habitants sont continuellement infectés et le renou-
vellement des populations de parasites peut étre important
(8, 11). La stratégie employée ici pour déterminer la multiplicité
des infections dans les isolats cliniques est I’'amplification
enzymatique des genes polymorphes. CONTAMIN et al. (4)
ont montreé que la sensibilité de détection des génotypes para-
sitaires dans un isolat dépendait de la quantité de ce géno-
type. Il est important d’avoir a I'esprit cette notion de seuil de
détection pour I'interprétation des résultats concernant la
complexité des infections. C’est ainsi que, dans les infections
cliniques ou les densités parasitaires sont éleveées, il est beau-
coup moins aisé de détecter les génotypes parasitaires mineurs.
Aucune influence de I’age des patients sur la multiplicité des
infections et la distribution des alléles par rapport a I’age des
patients n’a été observée dans des isolats du Bénin. Ceci est en
contradiction avec d’autres sites ou la transmission est pérenne
(15, 20). Mais les résultats obtenus au Bénin peuvent s’expli-
quer par les mesures préventives prises par les méres pour
réduire les épisodes cliniques chez les enfants. Ces mesures
consistent a donner un antipaludéen, préférentiellement la
chloroquine, a tout enfant (S. IssirFou, données non publiées)
par automédication ou prescription médicale. Cette méme
étude entreprise dans un village du Bénin donnerait vraisem-
blablement des résultats plus conformes aux observations
faites ailleurs en Afrique. Cette automédication couramment
pratiquée en ville conduit & une réduction du nombre de
souches portées par les jeunes enfants et il devient alors dif-
ficile de mettre en évidence une diminution de la multiplicité
des infections en fonction de I’age.
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Dans cette étude au Bénin, il n’a pas été mis en évidence de
changement dans les populations parasitaires en saison des
pluies et en saison seche. Ceci n’est guére surprenant au regard
des travaux menés sur plusieurs années en Gambie (6) et au
Soudan (3). En effet, il est rapporté que les populations para-
sitaires restaient stables au cours du temps.

L’ensemble des données publiées a ce jour montre que lacom-
plexité des infections dues a P. falciparum et/ou le polymor-
phisme allélique de certains génes de P. falciparum dépendent
des niveaux de I’endémicité paludéenne, de la transmission sur
le site considéré et du comportement individuel et/ou collec-
tif face a I'infection. Ceci doit étre pris en considération dans
I'interprétation des données d’épidémiologie moléculaire,
sachant que différents modéles épidémiologiques des interac-
tions hote-parasite qui prévalent dans chaque zone endémique
peuvent affecter la structure génétique des parasites. Les résul-
tats obtenus ici serviront de données de base pour des études
futures sur I'analyse de I'impact de toutes mesures de lutte
contre le paludisme sur des populations de parasites a Cotonou.
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