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Chapitre 1 : Paludisme 
 

 
 

I. Introduction.  
 

Le paludisme, ou malaria est la maladie infectieuse la plus mortelle. On évalue à 

2 milliards le nombre de personnes à risque, soit 40% de la population mondiale, 

répartie dans une centaine de pays, tous en zone intertropicale. L’estimation annuelle est 

de 250 à 400 millions de cas de paludisme et 1 à 2,5 millions de décès par an. (Pasteur. 

Le paludisme) 

L’Afrique sud-Saharienne (région afro tropicale) est la zone la plus touchée avec 

85% du nombre total des cas de paludisme. 

Les moyens de lutte existants sont les médicaments anti-paludéens et la lutte 

contre les moustiques vecteurs du parasite Plasmodium. Mais la situation est d’autant 

plus préoccupante que depuis plusieurs années, les parasites développent de plus en plus 

de résistances aux médicaments, et que les moustiques développent des résistances aux 

insecticides. Aucun vaccin n’est pour l’instant disponible. 

 

 

II. Définitions :  

                                   

Le paludisme ou malaria est une parasitose due à des hématozoaires du genre 

Plasmodium et est transmise par des moustiques femelles du genre Anopheles.  

Cette pathologie se présente comme une maladie fébrile, hémolysante, qui constitue un 

fléau mondial. (Danis Martin et al; 1991) 
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III. Historique :  
 

L’histoire du paludisme se confond avec celle de l’humanité ; dans la littérature 

on retrouve la trace de fièvres intermittentes et parfois saisonnières d’étiologie 

inconnue. Parmi les nombreuses croyances populaires l’air émanant des marais (mal-

aria) a longtemps été désigné comme la source de cette affection et a fini par donner son 

nom à cette maladie : la malaria. (ANOPHEL, 2002)(Wéry, 1995) 

Au V ème siècle avant JC, Hippocrate décrit les fièvres tierces et quartes.  

 En 1630, Don  Francisco Lopez constate les vertus de l’écorce de quinquina et 

les fièvres sont alors divisées en deux groupes, selon leur sensibilité ou leur résistance à 

ce médicament. En 1820, Pelletier et Caventou isolent à Paris l’alcaloïde actif : la 

quinine. L’agent pathogène est découvert dans le sang en 1880 par Laveran à 

Constantine. Marchiafava, Celli et Golgi, distinguent trois espèces parasites de 

l’homme : Plasmodium falciparum, P. vivax et P. malariae. 

De 1895 à 1897, la transmission de cette affection par des moustiques du genre 

Anopheles est soupçonnée par Ross et confirmée par Grassi en 1898. Une quatrième 

espèce plasmodiale, P. ovale est isolée en 1922 par Stephens. 

En 1948, Shortt et Garnham mettent en évidence l’existence de parasites exo-

érythrocytaires dans le foie et, en 1980, leur découverte est complétée par la 

caractérisation de formes parasitaires quiescentes dans les hépatocytes (Krotoski et 

Garnham) , expliquant ainsi les longues incubations et la survenue de rechutes tardives. 

En 1976 Trager et Jensen réussissent la première culture continue in vitro de P. 

falciparum. 

D’un point de vue thérapeutique, de 1820 jusqu’en 1940 ,aucun progrès n’avait 

été réalisé mais, à cette époque, le premier antimalarique de synthèse est découvert, 

prélude à la mise au point de toute une série d’antipaludiques. Les insecticides de 

contact, à effet rémanent (DDT) sont, dès la fin de la deuxième guerre mondiale, 

largement utilisés dans la lutte contre le vecteur. 

Dès 1960, on met en évidence des souches  de P. falciparum résistantes à la 

chloroquine (antimalarique de synthèse le plus utilisé) en Asie du Sud-est et en 

Amérique latine et des souches d’anophèles résistantes aux insecticides. 

En 1968, l’OMS renonce au projet irréaliste d’éradiquer le paludisme et se limite 

au contrôle de la morbidité et de la mortalité. 
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IV. Plasmodium : 
 

Sur plus d’une centaine d’espèces de Plasmodium parasitant des mammifères, 

des rongeurs, des oiseaux ou même des batraciens, seuls quatre sont spécifiques de 

l’homme et peuvent déclencher la maladie sous des formes plus ou moins graves. Ce 

sont : 

− Plasmodium falciparum à l’origine de la fièvre tierce maligne (espèce 

prédominante et responsable de 90% de la mortalité due au paludisme). 

− Plasmodium vivax à l’origine de la fièvre tierce bénigne avec des 

rechutes à long terme. 

− Plasmodium ovale à l’origine de la fièvre tierce bénigne avec rechutes à 

long terme. 

− Plasmodium malariae à l’origine des fièvres quartes avec des rechutes 

pouvant atteindre 15 voire 20 ans. 

1. Plasmodium falciparum : 

 

Il est le plus redoutable, le plus fréquent et le plus intensément réparti. Il est 

l’agent de la fièvre tierce maligne. Il est responsable de 90% de la mortalité due au 

paludisme. La malignité du paludisme à P.falciparum est liée au fait que la schizogonie 

intra- érythrocytaire se fait, non pas dans le sang périphérique comme toutes les autres 

espèces plasmodiales, mais dans les capillaires profonds, en particulier cérébraux. 

L’hématie parasitée se couvre de petites protubérances qui la font adhérer à 

l’endothélium capillaire et l’accumulation de ces micro-thromboses sera la cause 

première des formes pernicieuses rencontrées avec cette espèce. 

Il sévit toute l’année dans les pays équatoriaux où il subit cependant des recrudescences 

saisonnières mais il ne survient qu’à la période chaude et humide (température>à 18°C) 

dans les régions subtropicales. 

Son incubation est de 7 à 12 jours. Il est responsable de plus de 80% des accès palustres 

observés en métropole, de l’accès pernicieux et, indirectement, de la fièvre bilieuse 

hémoglobinurique. Il évolue d’une seule tenue, sans rechutes. Il est rare de voir survenir 

un accès à P. falciparum plus de deux à trois mois après le départ d’une zone 

d’endémie. 

 15



2. Plasmodium vivax : 

Largement répandu en Asie, en Amérique du sud et à moindre degré en Afrique, 

cette espèce se rencontre entre les 37ème degré de latitude Nord et 25ème degré de latitude 

Sud. 

L’incubation chez l’homme est d’environ 15 jours mais peut s’étendre à 9 mois ou plus. 

P. vivax est responsable de la fièvre tierce bénigne. 

Il évolue avec des rechutes (accès de reviviscence) à brève ou longue échéance, suivant 

les souches. Sa longévité est de 3 ans. 

La densité parasitaire dépasse rarement 4%. 

 

3. Plasmodium ovale : 

Il sévit en Afrique intertropicale et provoque une fièvre tierce bénigne comme P. 

vivax, dont il est très proche et avec lequel il a longtemps été confondu. Son incubation 

peut être de 15 jours ou très longue, jusqu’à 4 ans. L’évolution du paludisme due à cette 

espèce est bénigne, mais les rechutes tardives (ou les incubations longues) sont 

possibles (5 ans). Schématiquement, on peut dire que P. ovale remplace P. vivax là où 

cette dernière espèce n’existe pas. 

4. Plasmodium malariae : 

Sa distribution géographique est clairsemée. Son incubation est plus longue, 

environ 3 semaines. Il est responsable de la fièvre quarte et, parfois de néphropathies 

chroniques (néphrite quartane réalisant un syndrome néphrotique grave). 

Sa longévité est grande : 3 ans au moins et jusqu’à 20 ans. Même après un très long 

délai, il peut apparaître dans le sang (splénectomie…). 

La densité parasitaire reste toujours faible. 

 

NB : Les paludismes mixtes ne sont pas exceptionnels et les associations P.falciparum/ 

P.vivax et P.falciparum/ P.malariae se rencontrent dans les zones d’endémie d’Afrique 

et d’Asie. 
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Il existe 4 espèces de Plasmodium spécifiques à l’homme qui ont chacune leur 

répartition géographique, une incubation et une évolution propres. Plasmodium 

falciparum est l’espèce la plus dangereuse responsable du neuropaludisme qui 

sans traitement peut être mortel en quelques heures.  

 

V. Cycle: 
 

Plasmodium a un cycle diphasique : cycle à deux hôtes indispensables, l’homme 

et l’anophèle, son vecteur biologique. Le paludisme humain n’a pas d’hôte réservoir. 

 

1. Agent vecteur : 

C’est un moustique culicidé du genre Anopheles. Les espèces vectrices sont 

nombreuses et d’autant plus redoutables qu’elles ont une affinité pour l’homme (espèces 

anthropophiles), se nourrissent et se reposent dans les maisons (espèces endophiles ou 

domiciliaires). 

Parmi ces moustiques, seule la femelle hématophage assure la transmission du 

paludisme. Elle ne pique que le soir et la nuit. 

 La répartition des anophèles à travers le monde est beaucoup plus étendue que celle du 

paludisme. Si les conditions favorables de réimplantation dans des foyers actuellement 

éradiqués survenaient, la transmission s’y établirait de nouveau. 

Sur plus de 400 espèces d’anophèles identifiées, moins de 50 sont des vecteurs du 

paludisme. 

 

 L’Anopheles femelle est responsable de la transmission du paludisme 

par piqûre du crépuscule à l’aube.  
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2. Cycle chez l’homme : 

 
a. Contamination : 
 

Au moment de la piqûre, le moustique infesté injecte dans un capillaire des 

sporozoïtes, formes infestantes contenues dans ses glandes salivaires. Ces sporozoïtes 

ne font que transiter une demi-heure dans les capillaires sanguins et gagnent le foie pour 

pénétrer dans les hépatocytes en moins de 24 heures. Toutes les formes qui ne pénètrent 

pas dans les hépatocytes sont détruites par les macrophages. 

 

 

b. Cycle exo-érythrocytaire = intra hépatique : 

 

Leur développement et leur multiplication repoussent en périphérie le noyau de 

la cellule et finit par constituer une masse multinuclée appelée schizonte ou corps bleu. 

La cellule éclate, libérant de nombreux mérozoïtes. 

Certains parasites restent quiescents dans l’hépatocyte, sans se transformer en 

corps bleu (hypnozoïtes). Après un temps variable, génétiquement déterminé, ils 

entrent en division. Ce phénomène n’existe que dans les espèces P. vivax et P. ovale 

expliquant les accès de reviviscence tardifs. 

Avec P. malariae, il n’y a pas d’hypnozoïtes mais des formes persistent dans le 

sang pendant de nombreuses années et peuvent être responsables de rechutes  (par 

exemple à la suite d’une splénectomie, d’une contamination accidentelle après 

transfusion sanguine ou une transplantation d’organe). 

Quoi qu’il en soit ce premier cycle hépatique allant du sporozoïte à la première 

dispersion de mérozoïtes dure au minimum : 

 7 à 10 jours avec P. falciparum 

 12 jours avec P. vivax et P. ovale 

 18 jours avec P. malariae. 
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c. Cycle érythrocytaire : 

 

Les mérozoïtes libérés gagnent la circulation sanguine, pénètrent par endocytose 

dans une hématie et deviennent chacun un trophozoïte. Celui-ci se développe, grossit et 

son noyau se divise. Il en résulte un schizonte, qui se charge progressivement d’un 

pigment spécifique d’origine parasitaire, l’hémozoïne ou pigment malarique. La 

multiplication des noyaux forme dans l’hématie un corps en rosace. Parallèlement, 

apparaissent dans l’hématie selon l’espèce plasmodiale en cause, des granulations de 

Schüffner (P. vivax, P. ovale), des taches de Maurer (P. falciparum) ou des 

ponctuations de Ziemann (P. malariae). Le corps en rosace, dilaté et mûr, éclate ; cet 

éclatement est contemporain de l’accès thermique clinique. L’hémozoïne libérée est 

phagocytée par des leucocytes qui en deviennent mélanifères. Ils déversent cette charge 

pigmentaire dans les tissus, au niveau des cellules du système monocyte macrophage 

(cellules de Küpffer du foie et histiocytes de la rate). 

Les mérozoïtes libérés vont parasiter une hématie vierge et poursuivre le cycle 

intra-érythrocytaire. Chaque cycle schizogonique dure 48 heures (fièvre tierce) ou 72 

heures (fièvre quarte).  

 

 

d. Sporogonie : 

 

Après plusieurs schizogonies, apparaissent dans les hématies des éléments à 

potentiel sexué, les gamétocytes, qui ne poursuivront leur développement que s’ils sont 

absorbés par un anophèle femelle. Leur présence n’entraîne aucune manifestation 

clinique mais le sujet devient un réservoir. 

Ainsi, chez l’homme, on distingue deux cycles : l’un exo-érythrocytaire intra-

hépatique, l’autre intra-érythrocytaire. Ces deux cycles sont asexués ou schizogoniques. 
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Figure 1 : Cycle du parasite Plasmodium (d’après N. Finot). 

 20



3 onique). Cycle chez l’anophèle (cycle sexué ou sporog  : 

 
Lorsqu’un anophèle femelle absorbe le sang d’un paludéen, il peut ingérer des 

ac du 

oustique et se transforment en gamètes. Le gamète mâle subit un processus 

d’exflagellation après lequel les gamètes femelles sont fécondés (gamogonie). Il en 

résulte un œ tomac 

du moustique e uel, par division, s’individualisent les 

sporozoïtes t 

de la cellule hô

gagnent préfér oir, 

ils pourront êtr

l’ensemble de ce cycle se déroule en 10 à 40 jours, selon la température extérieure et les 

espèces en cause. 

 
 
 

4. M

gamétocytes et le cycle se poursuit. Seuls les gamétocytes échappent à la digestion. Les 

gamétocytes absorbés, à potentiel sexuel mâle ou femelle parviennent dans l’estom

m

uf encore appelé ookinète ; cet œuf s’implante sous la paroi de l’es

n formant un oocyste, dans leq

 (sporogonie). Comme au cours des processus précédents, c’est l’éclatemen

te ou de l’oocyste formé qui libère les éléments mobiles. Ces sporozoïtes 

entiellement les glandes salivaires du moustique : à partir de ce réserv

e injectés avec la salive lors d’une piqûre infestante. Chez le moustique, 

ode de transmission : 

 

Le paludisme est transmis par la piqûre de l’anophèle femelle. Il faut signaler la 

possibilité  transfusionnelle et par greffe d’organes ainsi 

qu’accidentelle chez le personnel médical manipulant le sang parasité. Ces modalités ne 

joue  

l’impor

le type d’habitat, ainsi que par les comportements de l’homme et du moustique. 

de transmission congénitale,

nt aucun rôle épidémiologique. 

La transmission est conditionnée par des conditions géoclimatiques et par 

tance du contact homme/vecteur c'est-à-dire par la proximité des gîtes larvaires, 
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VI. Répartition géographique : 

miologie  du paludisme comporte l’étude de 4 éléments dont la réunion 

 
 
L’épidé

simultanée est indispensable au développement de la maladie. 

 

ique de 

ser ces 

 les sporozoïtes qui sont les formes infestantes du 

parasite. 

 La présence d’hommes réceptifs au Plasmodium. 

 Des conditions écologiques bien déterminées au premier plan desquelles 

il faut placer les exigences thermiques de l’anophèle et du Plasmodium 

qu’il héberge. 

 

 

Actuellement, on observe : 

 

− En Europe

 La présence d’hommes porteurs dans leur sang périphér

gamétocytes du Plasmodium. 

 L’existence d’une population d’anophèles vecteurs qui vont pui

gamétocytes lors de leur repas sanguin sur l’homme impaludé, assurer la 

multiplication sexuée du parasite  puis inoculer à l’homme sain lors 

d’une nouvelle piqûre

, le paludisme a été éradiqué. Des réintroductions temporaires 

peuvent se produire et des cas isolés survenir (paludisme des aéroports). Mais 

c’est essentiellement le paludisme d’importation (paludisme des voyageurs) qui 

sévit. 

− En Afrique, le paludisme existe faiblement en Afrique du Nord, où l’on 

rencontre les espèces P. vivax et P. malariae. Il est largement répandu dans toute 

l’Afrique intertropicale où co-existent P. falciparum, P. ovale et, pour une 

moindre part, P. malariae. 

Dans certaines zones d’Afrique de l’Est, on rencontre aussi P. vivax. A 

Madagascar, on retrouve les quatre espèces. Alors que la transmission est de 

nouveau établie à l’île Maurice, elle n’existe plus à La Réunion. 
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− En Amérique, l’Amérique du Nord est indemne de paludisme. En revanche, 

celui-ci existe en Amérique Centrale (P. vivax surtout).Il n’existe pas de 

transmission dans les Caraïbes à l’exception de Haïti. En Amérique du Sud 

existent d’importants foyers dus à P. falciparum (résistants aux amino-4-

quinoléines) et à P. vivax. 

− En Océanie, certaines îles sont atteintes : Nouvelle-Guinée, Iles Salomon, 

Vanuatu ; d’autres, au contraire, en sont totalement dépourvues : Tahiti, 

Nouvelle-Calédonie, Iles Loyauté… ; l’Australie est indemne. 

− En Asie, le paludisme sévit modérément en Asie Mineure (Turquie), péninsule 

indienne (P. vivax surtout) et intensément en Birmanie, Chine du Sud, 

Thaïlande, Viêt-Nam, Cambodge, Laos (P. falciparum surtout, avec des souches 

chimiorésistantes). La transmission a lieu essentiellement en milieu rural sous 

forme de foyers disséminés. 
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Figure 2. Répartition géographique du paludisme (d’après l’OMS 2002). 
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VII. Modalités épidémiologiques : 

1. Indices paludométriques : 

Le paludisme est endémique dans les régions où sa transmission est assurée 

toute l’année. Dans celles-ci, il subit une recrudescence saisonnière et devient 

épidémique (au décours de la saison des pluies, par pullulation des anophèles). Ailleurs, 

il est épidémique à une saison donnée. 

Pour permettre à l’épidémiologiste d’évaluer l’endémie palustre, plusieurs 

indices ont été définis. 

• Indice plasmodique (IP): pourcentage des sujets examinés ayant des 

hématozoaires dans le sang. 

• Indice splénique (IS) : nombre de splénomégalies par rapport à 100 

sujets examinés. C’est surtout en s’appuyant sur ce dernier indice et sur 

l’indice plasmodique chez les enfants de 2 à 9 ans que le paludisme a été 

classé selon le niveau d’endémie. 

s séro-immunologiques permettent également d’évaluer les 

taux d’anticorps par tranche d’âge et de suivre leurs variations 

Des enquête

saisonnières. Leur valeur est plus grande que celle de l’indice splénique  

car il existe de multiples causes de splénomégalie tropicale. 

• Indices sporozoïtique et oocystique : pourcentage d’anophèles femelles 

présentant respectivement des sporozoïtes dans les glandes salivaires et 

des oocystes sur la paroi externe de l’estomac. Bien qu’il existe de 

anophèles, ces indices, dans certains cas, peuvent refléter l’ 

 

 

 

nombreuses espèces de Plasmodium animaux présentes chez les 

anthropophilie du moustique. 
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2. Rôle de l’immunité : 

n 

 

picale, 

 sujets neufs et sont exposés à un paludisme grave. 

Ainsi, 

VIII. Clinique :

 
 L’immunité est acquise et place à la longue l’hôte et le parasite dans une 

situation de « paix armée ». Le développement de cette prémunition est démontré e

particulier par l’arrivée, en zone impaludée, d’individus neufs chez qui le paludisme fait 

des ravages et au contraire par la disparition progressive du paludisme clinique chez les 

autochtones, en fonction de l’âge, et ce d’autant plus vite que la transmission est intense 

et continue.  

Transplantés en zone tempérée, ces sujets ne sont plus soumis à l’infestation.

Leur immunité s’affaiblit et disparaît en un à deux ans. A leur retour en région tro

ils se présentent alors comme des

l’immunité palustre est précaire et instable ; elle s’acquiert  lentement et 

dépend du facteur temps et du facteur densité parasitaire. Elle doit être entretenue pour 

durer ; c’est ce que l’on appelle un état de prémunition. 

 

 
 

La réponse de l’hôte au  l’autre. Elle 

épend de l’espèce plasmodiale et de l’intensité de l’infestation, de l’hôte et de sa 

rémunition. (Perronne C. ;  2000.) 

 

1. Le paludisme de primo invasion à Plasmodium falciparum :

x Plasmodium est variable d’un individu à

d

p

 

tteint un sujet neuf (enfant en zone d’endémie ou européen récemment 

transpl

 
Il a

anté). 

a. Incubation : 

 
e phase pré patente, elle dure au moins 7 jours  jusqu’à 20 jours, 

arfois plusieurs mois et est cliniquement muette. Elle est presque toujours inférieure à 

 mois. 

 

Encore appelé

p

2
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b. Invasion : 

e, la 

ale, les urines sont rares, foncées avec parfois une protéinurie. Le tableau 

cliniqu

s pernicieux. 

 Il est essentiel de faire préciser au malade la zone où il a séjourné récemment. 

On  

d’endém ou d’un voyage d’affairs en Afrique 

Noi

 

ébrile.

retour d’un séjour en zone d’endémie. 

 
Elle est marquée par l’apparition brutale d’une fièvre continue à 39-40°C 

associée à des céphalées et myalgies. Le tableau clinique est celui  d’un embarras 

gastrique fébrile : anorexie, douleurs abdominales, nausées, parfois vomissements, 

diarrhée. A l’examen, le foie (surtout chez l’enfant) est parfois augmenté de volum

rate est norm

e est donc  peu évocateur. 

 Une splénomégalie modérée, élément de bon pronostic, apparaît au bout de 

quelques jours. Cet accès de primo invasion, s’il n’est pas traité en urgence, peut 

évoluer vers l’accè

doit y penser avant toute autre maladie devant un sujet fébrile, au retour d’une zone

ie, d’un safari, d’un séjour touristique 

re, en Asie, en Amérique du Sud ou dans quelques îles d’Océanie. 

La symptomatologie classique est un embarras gastrique f

Le diagnostic est à évoquer devant toute fièvre inexpliquée au 

 

 

2. Accès palustres à fièvre périodique : 

L’incubation peut être de plusieurs mois ou années pour P. vivax, P. ovale et P. 

e. malaria

Appelé aussi accès intermittent, il correspond à un accès de reviviscence 

schizog , 

ette phase comprend des accès thermiques à rythme régulier et des signes 

d’accompagnement. 

 

 

 

onique, par « réveil » d’un hypnozoïte intra-hépatique, pour P. vivax et P. ovale

ou par exacerbation d’une schizogonie sanguine latente pour P. malariae.  

C
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a. L’accès palustre : 

l n’est typique que dans les infestations à P. vivax, P. ovale et P. malariae. Il 

re suite à un paludisme de primo invasion. Dans de nombreux cas, il apparaît 

ps après, alors que l’accès fébrile initial a été oublié. Ces accès palustres sont 

isés par la succession de 3 phases (frissons, c

 

I

peut fai

longtem

caractér haleur, sueurs) et un rythme 

part

P

l’accès séeux. Il 

débute brutalement, en fin de journée ou la nuit et dure une dizaine d’heures avec 

successivem

 

iculier. 

récédé de quelques prodromes toujours identiques pour un même malade, 

intermittent frappe, souvent le soir, un patient céphalalgique et nau

ent : 

 Stade de frissons : violents frissons, sensation de froid intense, quelque soit la 

température extérieure, fièvre à 39°C.  

 La rate s’h on. 

 

 Stade de

ypertrophie, la tension artérielle baisse. Ce stade dure une heure envir

 chaleur : les frissons cessent, la peau est sèche et brûlante ; la 

température atteint 40-41°C ; la rate diminue de volume. Ce stade persiste 3 à 4 

heures. 

 

 Stade de sueurs : des sueurs abondantes baignent le malade qui émet des urines 

foncées. La température s’effondre brusquement, avec une phase 

d’hypothermie ; la tension artérielle remonte. Ce stade dure 2 à 4 heures. Il est 

souvent suivi d’une période d’euphorie et d’une impression de « libération », de 

bien-être. 

 

Le rythme des accès est variable selon l’espèce plasmodiale. En pratique, il est 

souvent beaucoup moins régulier que dans les descriptions cliniques où l’on distingue : 
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 La fièvre tierce correspond à une schizogonie de 48 heures et se traduit par un 

clocher thermique survenant aux jours J1, J3, J5, J7…, deux clochers étant 

rexie. La fièvre tierce peut être bénigne et régulière ; 

elle relève alors d’une parasitémie due à P. vivax ou à P. ovale ; elle peut être 

ma

les sui

 La fièv n 

accès 

par de

La  

falciparum ble tierce alternée relevant peut-être de deux cycles 

schizogoniques décal ures et correspondant à un bi parasitisme. 

 

alariae, on observe une 

succession de 3 phases : frissons/chaleur/sueurs. Le rythme de ces 

séparés par un jour d’apy

ligne et irrégulière : elle est due dans ce cas à P. falciparum et apparaît dans 

tes immédiates d’une primo invasion. 

re quarte correspond à une schizogonie de 72 heures et se traduit par u

thermique survenant aux jours J1, J4, J7, J10… chaque accès étant séparé 

ux jours d’apyrexie. La fièvre quarte est due à P. malariae. 

 

 fièvre quotidienne : il peut s’agir en fait d’accès irréguliers dus à P.

 ou d’une dou

és de 24 he

Cliniquement pour P.vivax, P.ovale, P. m

accès définit la fièvre tierce ou la fièvre quarte. 

 

 

b. Une splénomégalie et une anémie progressivement croissantes accompagnent 

ces

 

3.

 accès thermiques 

 Complications : 

a. Accès pernicieux : 

 
L’accès

neuro-paludism

aiguë. Il est dû

intra cérébraux

l’expatrié. Il ex , 

rougeole…). (S

 

 pernicieux constitue le grand drame du paludisme. Il est encore appelé 

e (cerebral malaria des anglo-saxons) et réalise une encéphalite fébrile 

 au tropisme cérébral de P. falciparum (schizogonie dans les capillaires 

). L’accès pernicieux survient à tout âge mais atteint surtout l’enfant  et 

iste des causes déclenchantes et aggravantes (hépatite virale, méningite

aïssy J.M. Paludisme grave. 2001.) 
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i. Début : 

ressif, soit brutal. 

L’accès pernicieux à début progressif est marqué par l’installation d’

fièvre irrégulière, d’un syndrome algique diffus, associé à des troubles 

digestifs. On parle de fièvre d’invasion mais, déjà, l’examen clinique 

peut relever une note neurologique qui fait évoquer l’évolut

 
Il est soit prog

 

• une 

ion vers 

• nt et se 

l’accès pernicieux et prescrire d’urgence un traitement spécifique. 

L’accès pernicieux à début brutal foudroie surtout le jeune enfa

traduit par une triade symptomatique faite de fièvre, de coma et de 

convulsions. 

ii. Etat : 

u progressif, le tableaBrutal o u de l’accès pernicieux se complète, associant : 

fièvre, trou

 

• 

bles neurologiques, manifestations viscérales. 

La fièvre est le plus souvent très élevée (40-42°C). 

• 

 

Les troubles neurologiques : 

Les troubl

 

 es  de la conscience sont constants dans l’accès pernicieux et 

vont de l’obnubilation au coma carus. Certains exigent pour parler de 

II ou plus. En général, le coma est 

calme, tranquille, accompagné d’une abolition du réflexe cornéen, plus 

agit 

 

 (forme à début éclamptique). Elles sont soit généralisées, soit 

 

nt fréquemment avec l’acmé des clochers 

ée 

ue (supérieure à ¼ d’heure), elles diffèrent de la 

simple convulsion hyperpyrétique de l’enfant. 

neuro-paludisme de coma  stade 

rarement agité, avec des mouvements carphologiques ; parfois, il s’

d’un simple tuphos. 

Les convulsions surviennent une fois sur trois et sont  parfois 

inaugurales

localisées à un hémicorps, isolées, ou répétées aboutissant à un état de

mal convulsif. Elles coïncide

thermiques mais, par leur répétition (plus de 2 par 24 heures) et la dur

de la phase post-critiq
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 Les troubles du tonus. Le malade atteint d’accès pernicieux est en règle

hypotonique. La survenue d’une hypertonie traduit une rigidité de 

décérébration ou de décortication ; elle peut être permanente ou

 

 

ondu avec un 

  ostéo-tendineux sont souvent abolis. L’absence du réflexe 

 bles psychiques. Chez les adultes non comateux, on relève une 

 s surviennent au décours du coma chez un 

 

 Les troubles méningés sont habituellement absents mais l’intensité des 

céphalées in ction lombaire. On décèle rarement 

• Les manifestations viscérales

paroxystique. Parfois, le tableau clinique est celui d’un coma profond 

avec hypotonie, entrecoupé de crises de rigidité avec réflexes ostéo-

tendineux vifs et polycinétiques. Ce tableau peut être conf

tétanos, dont on connaît la fréquence en zone tropicale. Le pronostic est 

alors sombre et la mort survient dans plus de 60% des cas. 

Les réflexes

rotulien est considérée comme un signe de mauvais pronostic. 

Les trou

confusion mentale, une désorientation, du délire ou de l’anxiété. Chez 

l’enfant, il est plus difficile de les apprécier ; il en est de même des 

troubles du langage. 

Les troubles cérébelleux. Il

tiers des survivants et se traduisent par une démarche ébrieuse avec 

dysmétrie.

cite cependant à la pon

une lymphocytose dans le LCR et parfois une protéinorachie inférieure à 

0,50 g /L. 

 

. 

 

 La splénomégalie manque 2 fois sur 3 dans l’accès pernicieux et, 

lorsqu’elle existe, elle est souvent modérée et d’apparition tardive. Elle 

 L’hépatomégalie est fréquence surtout chez l’enfant et constitue un 

signe de mauvais pronostic. 

 Une hypoglycémie est notée dans 15 à 20% des cas. Elle aggrave la 

souffrance cérébrale. 

atteste d’une réaction de défense du système monocytaire, de bon 

pronostic. 
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 L’ictère ne survient que dans 10% des cas. C’est un ictère hémolytiqu

avec élévation de la bilirubinémie libre, ou m

e 

ixte, témoignant de la 

so il est in

 e est un ggravant des signes neurologiques. Elle est de 

m s pronostic e pose une transfusion

responsable en partie des défaillanc

 L e pulmon e de

parfois observé au deuxième ou troisièm

tra ent. 

 Le collapsus est rare : il incite à rechercher une  

négatif. 

 L’insuffisance rénale fonctionnelle est habituelle a  rares et 

foncées. Elle cède à la réhydratation. On observe, chez l’adulte, dans 1 à 

2% des cas une insuffisance rénale aiguë organique, oligo-anurique, 

d’évolution plus prolongée. 

iii. Evolution :

uffrance hépatique. S’ tense le pronostic est mauvais. 

L’anémi  facteur a

auvai t im  d’urgence. Elle est aussi 

es cardio-vasculaires. 

’œdèm aire avec syndrom  détresse respiratoire aiguë est 

e jour d’évolution sous 

item

septicémie à Gram

vec urines

 Des troubles de la coagulation avec hémorragies diffuses sont parfois 

observés. 

 

Non traité, l’accès pernicieux est fatal en deux à trois jours ; correctement traité, 

la mo alité res  

enfant (troubles n

 

rt te lourde (10 à 30 %). La guérison se fait sans séquelle, sauf parfois chez

eurologiques). 

iv. Pronostic :

l’

 

 
 

Les manifes ostic dans l’accès pernicieux dont une seule 

suffit à définir la gravité d’un accès à P. falciparum  sont présentées dans le tableau 

ivant : 

 

 

 

 

 

tations de mauvais pron

su
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Tableau 1: Sig parum chez l’adulte et 
l’enfant (accès grave ou pernicieux), d’après l’OMS 

nes de gravité d’un paludisme à P. falci

 
Valeur pronostique * 

Enfants Adultes 
Manifestations cliniques ou résultats de laboratoire 

+ ? Prostration 
+++ + Trouble de la conscience 
+++ +++ Détresse respiratoire (acidose respiratoire) 

+ ++ Convulsions répétées 
+++ +++ Collapsus respiratoire (choc) 
+++ +++ Œdème pulmonaire (radiologie) 
+++ + Saignement anormal 
++ + Ictère 
+ + Hémoglobinurie 
+ + Anémie grave 

+++ +++ Hypoglycémie 
+++ +++ Acidose 
+++ +++ Hyperlactatémie 
+/- ++ Hyperparasitémie (>5% ?) 
++ ++ Insuffisance rénale 

 
*évaluée sur une échelle de + à +++ ; +/- indique une faible valeur pronostique 

ou une survenue peu fréquente. Observati

les autochtones

 

 

eurologiques, 

es sujets 

ons faites dans les pays tropicaux chez 

. 

 

 

 

 

L’accès pernicieux se présente comme une encéphalite aiguë fébrile

entraînant potentiellement des complications n

 

 

 

hématologiques, métaboliques et viscérales. Il survient chez l

non immuns infectés par P.falciparum. Il s’agit d’une urgence 

médicale dont l’issue est rapidement fatale sans traitement. 

b.  
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b.  Le paludisme viscéral évolutif : 

 

Encore appelé paludisme chronique, il survient chez des sujets résidant en zones 

d’endémies e fisante. 

Il associe une anémie avec pâleur, dyspnée, asthénie, souffle anorganique, 

ur de 37°5-38°C, un retard staturo-pondéral chez l’enfant. La guérison 

ontanée est rare, l’aggravation fréquente, pouvant réaliser en cas d’infestation à P. 

lciparum, un a ations sont 

ustres, ou au contraire, cachect tipaludique, l’amélioration 

st lente mais spectaculaire. 

 

t automédiqués de façon insuf

oedèmes, une splénomégalie majeure avec périsplénite, une élévation thermique 

variable auto

sp

fa ccès pernicieux secondaire. Dans certains cas, les manifest

isantes. Sous traitement anfr

e

 

c. La fièvre bilieuse hémoglobinurique : 

 

Devenue exceptionnelle, elle ne constitue pas, à proprement parler, une 

manifestation du paludisme mais seulement un syndrome d’étiologie immuno-

allergique. Elle survient chez un ancien paludéen à P. falciparum soumis à la 

chimioprophylaxie par la quinine naturelle ou l’halofantrine, dont le rôle déclenchant 

médiat est en règle relevé. Le rôle aggravant du froid est signalé. 

vomissements alimentaires puis bilieux, surviennent. Un 

ictère hémo araît avec une anémie, collapsus, oligurie ou oligo-anurie faite 

d’urines porto (hém

 Le pronostic est fonction de la rapidité  à corriger l’anémie et à obtenir la 

reprise

 

im

Son début est brutal, marqué par des lombalgies violentes et un état de 

prostration. Une fièvre, des 

lytique app

olyse intra vasculaire et tubulopathie aiguës). 

 de la diurèse. La mort survient dans 30% des cas. 
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IX. ique : Diagnostic biolog  
 

1. Signes d’orientation : 

 

 
 

 
 

x et P. 

ovale et une anémie de type hémolytique d’intensité variable toujours présente, une 

leucopénie inconstante parfois remplacée par une hyperleucocytose modérée à 

polynucléaires neu

 

La notion de séjour en zone d’endémie permet d’émettre l’hypothèse d’un 
paludisme. 
 

 

La clinique « d’embarras gastrique fébrile » permet aussi d’y penser. 
 

L’hémogramme montre une thrombopénie presque toujours observée dans le 

paludisme à P.falciparum mais aussi, à moindre degré, lors des accès à P. viva

trophiles. 

2. Diagnostic de certitude : 

C’est un diagnostic d’urgence qui s’appuie sur la mise en évidence des formes

guines de Plasmodium. 

a. Le prélèvement de sang :

 

 

san

 

 

 Il doit être effectué le plus tôt possible. Il consiste à recueillir 1 à 2 gouttes de 

sang après piqûre au doigt, au lobe de l’oreille ou, chez l’enfant, au talon. En pratique, il 

est souvent préférable pour un médecin non spécialisé d’adresser au laboratoire du sang 

prélevé par ponction veineuse sur un tube avec anticoagulant comme l’EDTA. 

Le traitement devant être instauré en urgence, il convient de faire la recherche 

dès qu’elle est demandée et de la répéter éventuellement si elle a été négative quelques 

rès un accès fébrile.  

 

udisme. 

Toute fièvre au retour d’une zone d’endémie doit être 

suspecte de pal

heures ap
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b. Techniques microscopiques:  

La 

du 

cha

ostic biologique du paludisme est une urgence. Les résultats doivent 

être rendus dans un délai maximum de deux heures en prenant contact avec le 

clinicien. »

«  Le ju

intention... » (C

 

Les tec t donc les techniques de référence pour ce 

diagnostic 

de la technique

 

 

 
12ème conférence de consensus en thérapeutique anti-infectieuse de la SPILF 

14 avril 1999, a émis des recommandations très précises concernant la prise en 

rge du diagnostic de paludisme par les biologistes :  

« Le diagn

 

ry propose la technique du frottis sanguin mince en première 

onférence de consensus ; 1999). 

hniques microscopiques resten

car elles peuvent être utilisées par tous les laboratoires du fait du faible coût 

 et de la rapidité de leur réalisation compatible avec l’urgence. 

i. Goutte épaisse : 

 
La goutte épaisse, technique de micro concentration sur une lame est utile 

en 

L’i raît au moment de la lecture ; en effet la morphologie 

des parasites est m

expérimentée. 

 

cas de pauci parasitisme. Le seuil de positivité est évalué à 10 à 20 HPM. 

nconvénient majeur appa

odifiée et les hématies parasitées, dont la morphologie est très 

utile au diagnostic d’espèce, sont lysées. En outre la numération des parasites n’est 

pas non plus réalisable. Elle n’est fiable et sensible que lue par une personne 

(Martet Gérard et al; 2000) 
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ii. Frottis sanguin : 

 

ur frottis minces colorés par la méthode 

de May Grünwald Giemsa ou MGG (cytoplasme bleu et noyau rouge). Le seuil de 

détection est de 100 hématies parasitées par microlitre (HPM) soit un parasite pour 

200 champs. 

La recherche du parasite s’effectue s

 

 Avantages : Le frottis permet le diagnostic d’espèce, l’étude de la dens

plasmodiale et celle des signes hématologiques associés. Il permet 

également le diagnostic des autres pathogènes sanguicoles. Il est adapté à

l’urgence. Il autorise une lecture 

ité 

 

différée dans le temps et le lieu, 

permettant ainsi un contrôle. 

 Inconvénients : il nécessite une bonne réalisation technique, la lecture est 

lon  étection est élevé et l’apprentissage est 

indispensable. 

 

com

palu

 

e 

neu témie faible n’exclut 

pas ce risque (présence possible de formes anciennes dans les organes profonds). 

cité du traitement surtout en raison de la 

équence de la résistance de P. falciparum aux amino-4-quinoléines en Asie du sud-est, 

n Amérique du sud et en Afrique. On dit qu’un Plasmodium est résistant si la 

diminution de la parasitémie i

s’il a encore des trophozoïtes 72  ce traitement. 

 

 

 

 

gu (20 minutes), le seuil de de

La détermination de la parasitémie est un élément primordial à prendre en 

pte dans la prise en charge du patient ; elle est surtout indispensable dans le 

disme à P. falciparum. 

La gravité de l’affection palustre est liée au nombre d’hématies parasitées.

Son intérêt est double : 

 Une parasitémie supérieure à 5% est synonyme d’un risque d

ropaludisme en l’absence de traitement, à l’inverse une parasi

 Surveillance de l’effica

fr

e

est nférieure à 50% après 24-48 heures de traitement ou 

heures après le début de
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c. Recherche d’antigènes parasitaires :  

(Moody et al; 2000;

 

i. QCB M

 Moody A; 2002.) 

alaria test® : 

 

Cette autre méthode de concentration- coloration, par des fluorochromes 

comme a test ® : « quantitative Buffy Coat ») de 

diagno

 

 l’acridine orange (QBC Malari

stic rapide et de sensibilité égale à la goutte épaisse, est utilisée mais ne 

permet pas un diagnostic d’espèce et le coût est élevé. Ce test risque de ne plus être 

commercialisé dans les prochaines années. 

 

ii. Détection de l’HRP-2 : 
 
 

La détection de l’antigène HRP-2 spécifique (96%) de P. falciparum est 

possible par un test immuno-chromatographique simple, le New Malaria ICT®. L

seuil de détection est estimé à 10 HPM. En pratique la recherche d’HRP-2 est 

toujours positive si la densité parasitaire est > 0,01%. L’HRP-2 est une 

glycoprotéine spécifique de Plasmodium falciparum exposée à la surface des 

hématies parasitées, et en même temps, activement sécrétée par les parasites 

e 

intracellulaires. Sa sécrétion est constante au cours du cycle érythrocytaire du 

parasite avec

 

 

 un pic au moment de la rupture des schizontes. 

2 tests commercialisés : 

 Le test Para

 

 

sight® -F : (Becton Dickinson Tropical 

Diseases Diagnostics) 

 de 

de 100%. 

 

 

Il s’agit d’un test manuel sur bandelette nécessitant 

l’utilisation successive de 3 réactifs. Sa sensibilité est

93,04% et sa spécificité 
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 Le test MalariaQuick® : (ICT Diagnostics, Fumouze)

Il est conditionné en trousse de 2, 3,5 et 25 tests et 

n’utilise qu’un seul réactif liquide. Les tests sont présentés 

en cartes repliables qui assurent une conservation du test  

avec possibilité d

 

e relecture différée. Sa sensibilité est de 

7,39% et sa spécificité de 100%. 

 rincipe

9

 

P  :(MalariaQuick®) 

 

e 

 

ussi une bande 

 (bande C). Le sang est déposé sur la zone de dépôt échantillon 

s palustres se lient  aux anticorps 

rps formés de 

orps de capture. 

ule la bande de contrôle apparaît dans la fenêtre de lecture.  

tages

 
Le test est réalisé sur sang total et permet à la fois la détection de l’HRP-2 et

d’un antigène commun aux 4 espèces plasmodiales. Il utilise 2 anticorps de captur

fixés sur la membrane : un des anticorps est dirigé contre l’antigène HRP-2, bande

T1.L’autre anticorps détecte l’antigène commun, bande T2.Il existe a

contrôle permettant de valider le résultat. Ce contrôle doit toujours apparaître dans 

la fenêtre de lecture

imprégnée d’anticorps marqués à l’or colloïdal dirigés contre les antigènes palustres. 

Dans le cas d’un échantillon positif, les antigène

marqués. Le réactif ajouté permet aux complexes antigène-antico

migrer le long de la membrane où ils seront capturés par les antic

Deux ou trois bandes apparaissent alors dans la fenêtre de lecture. Dans le cas d’un 

échantillon négatif, se

 

 Avan  : La technique permet le diagnostic d’infection à 

Plasmodium falciparum et/ou à autre espèce. Elle est adaptée à 

us 

longue que la clairance parasitaire, la technique permet un 

s 

l’urgence et simple d’emploi. La clairance de l’HPR-2 étant pl

diagnostic rétrospectif. Enfin elle autorise une lecture différée dan

le temps et dans le lieu. 

 

 Inconvénient : la technique ne permet pas le diagnostic des autres 

parasites sanguicoles, l’étude de la densité plasmodiale ni des 

signes hématologiques associés. 
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 Persistance de l’HRP-2 : Il a été montré qu’on pouvait la détecter 

-

ez 

urs. 

après disparition des symptômes  du paludisme et du parasite chez 

l’hôte. Humar et al. (1997) ont mis en évidence de l’antigène HRP

2 circulant chez 68%  des patients traités au bout de 7 jours et ch

27% au bout de 28 jo

 

iii.Détection de la p LDH (lactate déshydrogénase parasitaire):  

Ce fique 

du parasite. Elle est produite par les formes sexuées et asexuées du Plasmodium.  La 

version OptiM ® spèces de Plasmodium par la 

séparation des différents isomères de la LDH. (Makler M.T et al; 1993) 

L’avantage e rès 

un traitement e

Ces tests n’o ts HRP-2 

mais ils sont néanm n

Ce test est simpl pécifique mais le prix reste élevé. 

    La sensibilité es

Il a été montré un a quantité de parasites viables. 

(Piper R.C et al; 1999

 

d. 

 

test permet la mise en évidence de la lactate déshydrogénase spéci

al2  permet de faire la diagnostic des 4 e

st que ce test ne donne plus de résultats systématiquement positifs ap

fficace. 

nt pas été aussi largement expérimentés sur le terrain que les tes

oi s déjà commercialisés. 

e, sensible, s

t de 97% pour une parasitémie >100 parasites/�l. 

par llélisme entre l’activité pLDH et la 

). 

PCR : 

 

La PCR aible parasitémie permet de plus le diagnostic 

d’espèce. 

Cette méthode est fondée sur la détection de séquences caractéristiques de 

l’ADN génomique plasmodial à

technique utilisée) complémentaire

Ces techniques ultrasensible

sang) restent encore peu utilisées en routine dans les laboratoires du fait du coût et 

du fait que ces techniques ne sont p

 

 

 utile en cas de f

 l’aide d’amorces et/ ou de sondes (selon la 

s de la séquence à amplifier. 

s (seuil de détection : 1 parasite dans 10 ml de 

as adaptées à l’urgence. 

 40



Elles sont intéressantes p

− Confirmer un paludisme icien mais que le 

biologiste n’a pu me s techniques classiques de 

diagnostic ou inversement infirmer catégoriquement cette hypothèse 

particulier pour le complexe vivax/ovale) ; ceci 

e. Diagnostic indirect = sérologique

our : 

 fortement suspecté par le clin

ttre en évidence avec le

quand le médecin y croit. 

− Confirmer un pluri parasitisme. 

− Mettre en évidence une espèce différente de celle suspectée en 

microscopie (en 

remettrait en cause le diagnostic microscopique, dit de certitude. 

 

 : 

 

ce d’anticorps spécifiques grâce à des 

hnique 

e, il est cependant utile dans certaines circonstances : 

− Le diagnostic rétrospectif d’une fièvre tropicale d’origine 

inconnue ; 

isme viscéral évolutif ; 

− Le contrôle des donneurs de sang ; 

Il s’agit  de détecter la présen

techniques immunologiques. Le sérodiagnostic n’est pas une tec

d’urgenc

− Le diagnostic de palud

− Le suivi de régression des anticorps après un accès aigu ; 

− En cas de prise d’antipaludique préalable à la démarche 

diagnostique ;  

− Les enquêtes épidémiologiques mais jamais pour le diagnostic 

de l’accès palustre. 

 

 Techniques utilisées : 

 

− Immunofluorescence indirecte : cela consiste à

détecter les 

 

 anticorps sériques du patient  par un 

conjugué fluorescent se fixant sur les complexes 

anticorps sériques / antigènes homologues (P. 

falciparum) ou hétérologues (P.berghei : 

rongeurs) contenus dans un sang parasité étalé 

sur un frottis. 
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− Electrosynérèse 

− Immunoenzymologie ELISA 

 

pas  

uni n ce qui concerne la technique sérologique d’immunofluorescence 

directe utilisée à Nantes. 

palu

− Hémagglutination  

 

Toutes ces réactions sont le témoin de l’infestation palustre mais ne mesurent

 l’immunité protectrice. Elles sont le témoin d’une infection par P.falciparum

quement e

in

La sérologie  ne permet pas de différencier une infection en cours d’un 

disme antérieur. 

 

f. Diagnostic d’espèce :  

Cette identification ne peut se fa
 

ire que sur un frottis de bonne qualité. 
 (Martet G. et al.2000) 
 
 
 

i. Aspect général du frottis : 

Plasmodium falciparum : parasitisme souvent intense et monotone, avec  des

parasites au même s

 

•  

tade évolutif, celui de trophozoïte annulaire. Le poly 

parasitisme de l’hématie est fréquent. Les gamétocytes ou corps en faux, 

apparaissent un peu plus tard que les trophozoïtes ou après un traitement. 

• ts 

palustre. 

 Plasmodium ovale : parasitisme peu dense avec mélange des différents stades 

évolutifs et possibilité de poly parasitisme. 

 

 

 

• Plasmodium vivax : parasitisme peu dense avec mélange des différents stades 

évolutifs. Le poly parasitisme est exceptionnel. 

Plasmodium malariae : parasitisme peu dense avec mélange des différen

stades évolutifs et abondance du pigment 

•
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ii. Aspect de l’hématie : 

 

• Plasmodium falciparum : parasite les hématies de tout âge, dont la taille et la 

form t 

mal mi

peu nom

d’ongle

 

• Plasmo atie jeune qui est augmentée de volume 

(ap a  

trophoz des 

gamétocytes. Au stade de trophozoïte âgé et de schizonte, on observe des 

gra a

les gran

 

• Plasmodium malariae : parasites de l’hématie âgée qui est diminuée de volume, 

sans modification de forme avec parfois  de fines granulations de Ziemann. Elle 

uve non seulement des trophozoïtes mais 

encore

régulièrem nt 

abondant e

 

 

• Plasmodiu ent 

augme   parfois 

de teinte p rès nombreuses granulations de 

Schüff

 

 

 

 

 

 

e ne sont  pas modifiées. Les tâches de Maurer, classiques, sont souven

ses en évidence par la coloration. Ce sont des tâches de taille irrégulière, 

breuses, de couleur brun-rouge, comparées à des éraillures en coup 

.  

dium vivax : parasite de l’hém

par ît pâle car déshémoglobinisée). Elle est parfois déformée et contient un

oïte ou un schizonte amoeboïde. On peut rencontrer des rosaces et 

nul tions rondes, de petite taille, très nombreuses, colorées en brun rouge : 

ulations de Schüffner.  

est de coloration plus sombre. On retro

 des schizontes quadrilatères, en bandes équatoriales, des rosaces très 

ent dessinées et des gamétocytes. Le parasite produit un pigme

t foncé.  

m ovale : parasite de l’hématie jeune dont le volume est modérém

nté. Elle est souvent ovalisée avec une extrémité frangée. Elle est

âle, mais surtout il existe de t

ner dès le stade trophozoïte jeune. 
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iii. Aspect morphologique du parasite : 

 

• Plasmo

− Le t  

et arabe 

ou 

pig

− Le 

raquette, de filet à papillons). 

− 

sang périphérique en dehors des accès de neuro-paludisme à forte 

− Le  

déf résence que difficilement. Sa 

 
 

• Plasmodium vivax : (Annexe I figure 2) 

 le tiers de l’hématie. Le cytoplasme est 

plus épais que celui de P. falciparum. Il n’y a pas de pigment 

− s amoeboïde). Le 

− 

− t volumineuse : elle occupe toute l’hématie et comporte 

mblé 

−  est arrondi ou ovalaire et occupe la quasi-totalité de 

dium falciparum : (Annexe I figure 1) 

trophozoïte jeune est petit (1/4 de la taille de l’hématie). Il es

souvent accolé à la paroi de l’hématie et prend l’aspect de bracel

casque de walkman (noyau bilobé et cytoplasme fin). Il n’y a pas de 

ment palustre. 

trophozoïte âgé est plus volumineux et plus irrégulier (forme de 

Le schizonte et la rosace ne sont généralement pas rencontrés dans le 

parasitémie. 

gamétocyte mature est caractéristique : sa forme en cigare, en banane,

orme l’hématie dont on ne distingue la p

taille est de 8 à 15 µm. 

 

− Le trophozoïte jeune occupe

palustre. 

Le trophozoïte âgé est caractéristique (corp

cytoplasme est étiré en tous sens, déformé, très polymorphe. La 

vacuole nutritive est mal délimitée et le pigment palustre fin. 

Le schizonte comporte des noyaux irréguliers en taille et en 

répartition dans le parasite. 

La rosace es

12 à 18 mérozoïtes irrégulièrement répartis. Le pigment est rasse

au centre. 

Le gamétocyte

l’hématie. Le noyau est excentré et le pigment abondant. 
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• Plasmodium malariae : (Ann

 

exe II  figure 1) 

 est comparable en taille et en forme à celui de 

P. vivax, mais à ce stade il possède un grain de pigment. 

− Le trophozoïte âgé est plus volumineux. Le pigment est très 

rouve deux aspects classiques : la bande équatoriale, 

forme rigide et transversale du parasite dans l’hématie, et la forme 

me où le parasite se replie en vermicule, avec un 

−

−

riphérie 8 à 

−

 
 

• Plasmodium ovale : (Annexe II figure 2) 

 

−

−

−  se différencie du trophozoïte âgé que par la division 

du noyau. 

− La rosace comporte 8 mérozoïtes, parfois plus, répartis plus ou 

nt. Le pigment est dense, mais plus fin que chez 

P. malariae.  

semble à celui de P. vivax, mais il n’occupe pas 

tie. 

− Le trophozoïte jeune

abondant. On ret

hémogrégarinifor

pigment abondant. 

 Le schizonte ne se différencie du trophozoïte âgé que par la division 

du noyau. 

 La rosace est caractéristique par son aspect régulier en marguerite, 

avec au centre un pigment palustre très abondant et en pé

12  mérozoïtes régulièrement répartis. 

 Le gamétocyte est globuleux et possède un abondant pigment 

palustre. Il occupe presque la totalité de l’hématie. 

 

 Le trophozoïte jeune est comparable à celui de P. vivax  mais il  

possède souvent un fin grain de pigment. 

 Le trophozoïte âgé  possède du pigment. Le parasite grossit et se 

déforme. A ce stade, le cytoplasme peut posséder une partie 

filamenteuse, mais il ne forme jamais de corps amoeboïde. 

 Le schizonte ne

moins régulièreme

−  Le gamétocyte res

toute l’héma
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X. Traitement : 

1. Accès pernicieux : 

 

C’est  une urgence thérapeutique.  

 

• Traitement antimalarique :  

− quinine intraveineuse (Quinimax®, Quiniforme®), avec une dose de 

charge à J1 à la posologie de 32 mg par kg selon le schéma suiva

mg/kg les 4 premières heures, 8 heures plus tard 8 mg/kg en 4 he

8 heures plus tard 8 mg/kg sur 4 heures. A J2, la posologie de 24 mg 

par kg et par jour (maximum 1,5 à 2 g chez l’adulte) en 3 

administrations dans du sérum

nt : 16 

ures et 

 glucosé isotonique pendant 3 à 6 jours 

ce. 

 relayée par la quinine per os après 48 heures (7 jours), la 

méfloquine (Lariam®) 1 jour ou l’halofantrine (Halfan®) 1jour s’il 

aiter des 

ticulier l’artémether (Paluter® 

en ATU nominative) sont administrés par injection intra-musculaire 

pendant 5 jours : chez l’adulte (sauf femme enceinte) : 2 ampoules de 

vies d’une ampoule de 80 mg pendant 

4 jours consécutifs ; chez l’enfant : 3,2 mg/kg le 1er jour, 1,6 mg/kg les 

 

 

• Traitem t

consécutifs, au moins jusqu’à disparition des troubles de la conscien

Elle peut être

existe une possibilité de résistance. 

 

− Des dérivés du Quinghao, spécialement utilisés en Asie pour tr

souches résistantes à la quinine, en par

80 mg d’artémether le 1er jour sui

4 jours suivants. 

en  symptomatique :  

 

− Anticonvulsifs 

extra rénale, en fonction des troubles observés. 

− Anti-infectieux 

− Rééquilibre hydro électrolytique, oxygénation, transfusion, épuration 
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2. Accès simple : 

a. A P. falciparum : 

Chez l’adulte

 

•  : 

 

  En

reco s), au Fansidar® (3 

comprimés en 1 fois, 1 seul jour), au Lariam® (1,25 à 1,5 g en 2 à 3 prises sur 24 

heures, 1seul jour), ou à l’Halfan® (1,5 g en 3 prises à 6 heures d’intervalle). 

Peuvent être utilisés égalemement la Malarone® (atovaquone + proguanil), 4 

comprimés en efantrine) 

à la pos

parasito

admini

 

• Chez la femme enceinte

 cas d’accès, probablement ou sûrement résistant à la chloroquine, on 

urt à la quinine per os (1,5 à  2g par jour en trois prise

une prise pendant 3 jours ou du Riamet® (artémether + lum

ologie de 2 comprimés en 2 prises pendant 3 jours. La guérison clinique et 

logique est obtenue en 2 à 3 jours. 

La voie parentérale n’est indiquée qu’en cas d’intolérance digestive ; on 

stre la quinine IV. 

 : la quinine, ni tératogène, ni abortive, aux doses 

curatives p

• Che

eut être prescrite. 

z l’enfant : on prescrit de préférence la quinine ou le Lariam®. Les 

ologies sont adaptées en fonction du poids. 

b. A P.ovale, P. vivax, P. malariae :

pos

 

 

 

• 

− g de Nivaquine® (chloroquine) par jour pendant 5 jours 

g le 5  jour. 

 

• Chez l’enfant, préférer la forme Nivaquine® sirop : J1 : 10 mg/kg en 1 prise, 

puis 5 mg/kg 6 heures plus tard ; les 2ème et 3ème jours : 5 mg/kg en 1 prise. 

Chez l’adulte, 2 schémas thérapeutiques sont utilisés : 

500 m

consécutifs. 

− 600 mg/j de Nivaquine® les 2 premiers jours, 300 mg/J les 2 jours 

suivants et enfin 200 m ème
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Il est préférable de renoncer à la voie injectable qui peut donner d

collapsus ; au dessous de 5 ans, cette voie est formellement contre-indiquée. 

En cas d’accès de reviviscence à P. ov

es 

ale et P. vivax, on peut proposer un 

aitement par primaquine (Primaquine®, ATU nominative) à la posologie de 

r 

e.  

 

c. Remarques 

tr

0,5 mg/kg/j pendant 14 jours. Son emploi est contre-indiqué chez l’enfant de 

moins de 4 ans. 

De très rares résistances à la chloroquine ont été décrites et n’ont pou

l’instant pas d’incidence en pratique métropolitain

: 

A Nantes, contrairement au reste de la France, c’est la 

méfloquine (52%, contre 19,5% au plan national pour l’année 2000) qui 

es

molé  des traitements à l’échelle nationale en 

2000, représente 22,7% des cas à Nantes et se trouve en 2ème place 

derrière la méfloquine. (Dupré C. 2004) 

dan s plus utilisées en curatif au plan national 

ette 

mo

rec s de la conférence de consensus de 1999. 

l’h

ans les accès 

raves et compliqués ; à Nantes 80% des accès graves ont été traités par la 

uinine. 

 

 

 

 

t la molécule la plus utilisée en première intention. La quinine, 

cule utilisée dans 45,7%

 

L’halofantrine, qui tient la 2ème place (avec 24,6% des traitements) 

s le classement des molécules le

en 2000, n’est qu’en 3ème position à Nantes avec 18,3% ; l’utilisation de c

lécule étant en baisse à Nantes depuis 2000, conformément aux 

ommandation

 

En usage pédiatrique, à Nantes comme sur le plan national, 

alofantrine reste dominante (55% des cas à Nantes). 

 

La quinine reste le médicament de référence d

g

q
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L’usa guanil, à diffusion uniquement 

hospitalière jusqu’en octobre 2001, est encore minime, mais représente une alternative 

pour le traitem

ode est OZ 277 vient d’être 

mise au

’artémisine. Cette 

olécule serait plus puissante et agirait plus longtemps. 

XI. Pro

ge de l’association atovaquone-pro

ent des accès simples à P.falciparum. 

  

D’autre part, une nouvelle molécule dont le nom de c

 point et sera probablement disponible à partir de l’an prochain. 

Elle a été inspirée d’un composant d’une plante chinoise l

m

 

phylaxie : 
 

OMS :1. Répartition des zones de chimiorésistance selon l’  

(Annexes III et IV) 
 
   
 

− Zone A : Risque généralement faible et saisonnier ; pas de risque dans

nombreuses régions (par exemple zones urbaines). P. falciparum ab

ou sensible à la chloroquine. 

− Zone B 

 de 

sent 

: Risque faible ; la chloroquine protège contre P. vivax, prise 

avec du proguanil, elle confère une certaine protection vis-à-vis

falciparum. 

− Zone C 

 de P. 

: Risque élevé en Afrique, sauf dans quelques régions en 

altitude. Risque faible en Asie et en Amérique (sauf dans quelques 

parties du bassin amazonien). P. falciparum résistant à la chloroquine 

e ou multi-résitant. Résistance à la sulfadoxine-pyriméthamin

fréquente en Asie, variable ailleurs. 
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2. Prophylaxie individuelle : 

a. Réduire le risque de piqûres de moustiques : 

s piqûre d’Anophèle, pas de paludisme : la lutte anti-vectorielle est donc la San

première ligne de défense dans la prévention du paludisme. 

c’est penda

 

ertures 

n bon 

ti-moustiques. 

rinoïdes. 

b. Prendr

Les anophèles piquent  habituellement entre le coucher et le lever du soleil : 

nt cette période que la protection doit être maximale. 

− Porter vêtements longs le soir, dormir dans des pièces dont les ouv

(fenêtres, portes) sont protégées par des grillages moustiquaires e

état, éviter de sortir la nuit sans protection an

− Utiliser des insecticides le soir dans les chambres. 

− Dormir sous une moustiquaire imprégnée de pyréth

− Utiliser des répulsifs sur les parties découvertes du corps. 

 

e une chimioprophylaxie : (BEH 10 juin 2003) 

 
Pour la chloro oguanil 

(Nivaquine®-Paludrine® ou Savarine®) ou l’association atovaquone-proguanil 

(Malarone®  

zone à risque. ), il est préférable de commencer au moins 

10 jours avant l’arrivé

chimioprophylaxie antipa le retour sauf dans le cas 

d’une chimiopréventio

que 7 jours après avoir qu

 

 Pays du gro

quine (Nivaquine®) ou l’association chloroquine-pr

), il faut commencer le traitement la veille ou le jour de l’arrivée dans la 

Pour la méfloquine (Lariam®

e dans la zone à risque afin d’apprécier la tolérance. La 

ludique doit couvrir 4 semaines après 

n par l’association atovaquone-proguanil , qui n’est poursuivie 

itté la zone d’endémie. 

upe 1 : zone sans chloroquinorésistance : (zone A) 

⇒ chloroquin rsonne 

pesant au moin ivaquine® 300 1 comprimé 2 fois par 

semaine. 

Chez l’enfant : 1,5

 

 

e (Nivaquine® 100) : 1 comprimé chaque jour pour une pe

s 50 kilogrammes ou N

 mg/kg/j ou 10 mg/kg/semaine. 
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 Pays du groupe 2 : zone de chloroquinorésistance : (zone B) 

ivaquine® 100) ,1 comprimé⇒ chloroquine (N  chaque jour et proguanil 

(Paludrine®) 2

l’association c  

une personne d

⇒ L’association a n 

alternative à l’ our 

(atovaquone 25 ez les personnes d’au moins 40 

kg). Le traitem

⇒ Chez l’enfant, Nivaquine® 1,5 mg/kg/j et Paludrine® 3 mg/kg/j. La 

Savarine® n’a pas de présentation pédiatrique. 

La Malarone® st 

maintenant dis

Posologie : com

d’une boisson 

− e 11 à 20 kg : 1 comprimé pédiatrique / jour 

− e 21 à 30 kg : 2 comprimés pédiatriques / jour 

s pédiatriques / jour 

 Pays du groupe 3 

 comprimés chaque jour en une prise au cours d’un repas ou 

hloroquine- proguanil (Savarine®) 1 comprimé par jour pour

e plus de 50 kg. 

tovaquone- proguanil (Malarone®) peut être conseillée e

 l’association chloroquine- proguanil : 1 comprimé par j

0 mg + proguanil 100 mg) ch

ent peut être commencé la veille ou le jour du départ. 

 pédiatrique (atovaquone 62,5 mg + proguanil 100 mg) e

ponible pour les enfants de 11 à 40 kg. 

primés à prendre au cours d’un repas ou lors de la prise 

lactée :  

D

D

− De 31 à 40 kg : 3 comprimé

 

: zone de prévalence élevée de chloroquinorésistance 

ou 

e. Le Lariam® n’existant que 

l 

 

posologies ci-dessus). 

⇒ La doxycycline (Doxypalu®) peut être conseillée dans les 

régions de méfloquinorésistance (zones forestières de 

Thaïlande, frontalières du Cambodge, du Myanmas 

multirésistance : (zone C) 

⇒ Méfloquine (Lariam® 250) 1 comprimé une fois par semaine 

pour une personne de plus de 50 kg. 

⇒ Chez l’enfant, 5 mg/kg/ semain

sous forme de comprimés quadrisécables dosés à 250 mg, i

n’est adapté qu’à la prophylaxie des sujets de plus de 15 kg

(environs 3 ans). 

⇒ La Malarone® peut être proposée en alternative (voir 
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(Birmanie) et du Laos ou en cas d’intolérance ou de contr

indication de la méfloquine. 

e-

La posologie de l’adulte est de 100mg/jour, débutant la veille 

du départ et en poursuivant 4 semaines après la sortie de la 

zone à risque. Elle ne peut être prescrite avant l’âge de 8 ans 

et est contre-indiquée à partir du deuxième trimestre de 

grossesse. De plus, elle est susceptible d’entraîner une 

alternative. 

ur les séjours prolongés (plus de 3 mois), il est 

photosensibilisation cutanée. 

Pour ces mêmes régions, la Malarone® peut être une 

 

NB : Po

recommandé aux voyageurs de prendre contact avec un 

médecin sur place pour évaluer la pertinence et le rapport 

bénéfice / risque de la chimioprophylaxie. 

 

 

 Cas particulier de la femme enceinte : 

⇒ Pays de zone 1 : chloroquine (Nivaquine® 100), 1 comprimé par 

jour. 

⇒ Pays de zone 2 : soit chloroquine (Nivaquine® 100), 1 comprimé 

roquine- proguanil 

orte 

t être envisagée. 

 

 

 

par jour et proguanil (Paludrine®100) 2 comprimés par jour en 1 

seule prise au cours du repas, soit chlo

(Savarine®) 1 comprimé par jour. 

⇒ Pays de zone 3 : il est déconseillé aux femmes enceintes de se 

rendre en zone de forte transmission du paludisme et de f

résistance. Si un séjour en zone 3 est indispensable, une 

prophylaxie par Lariam® ou Malarone® peu
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Chapitre 2 : la PCR en temps réel : 

 
Introduction : 

 

Le concept technologique de la réaction de polymérisation en chaîne ou PCR, 

découvert par Mullis en 1987, est devenu un outil quasiment universel dans le domaine 

d bi

A ce jour, tous les secteurs de la microbiologie sont concernés mais avec des 

retombées quotidiennes inégales. 

agnostic est très important en virologie, croissant 

en bactériologie mais moindre en parasitologie. Les raisons de ce retard sont multiples. 

èces, les séquences génomiques cibles pouvant servir aux 

techniq

s 

vent efficaces, simples et peu onéreuses en 

parasito

e 

pauci parasitisme ou pour le diagnostic d’une rechute 

 recherche 

r le génotype (microsporidies, 

e troisième facteur limitant est d’ordre technique et économique en raison du 

coût du matériel et des réactifs nécessaires. 

e la ologie. 

L’apport de la PCR pour le di

La première est la taille et la complexité du génome des parasites et des 

champignons par rapport aux virus et aux cellules procaryotes. 

En effet pour beaucoup d’esp

ues d’amplification et de typage ne sont pas identifiées. 

La deuxième raison est liée au fait que les méthodes de diagnostic type examen

directs, cultures, sérologies  sont sou

logie et en mycologie. 

Leur remplacement par les techniques d’amplification génique n’est justifié qu

lorsqu’elles sont peu performantes ou longues notamment : 

− Pour certains diagnostics d’urgence (diagnostic anténatal de la 

toxoplasmose congénitale, aspergillose invasive, candidose systémique) 

− En cas de 

survenant après traitement (pneumocystose, paludisme) où la

du parasite peut parfois être difficile et fastidieuse. 

− Pour les études épidémiologiques basées su

cryptosporidies) 

 

L
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Enfin, le manque de standardisation des procédures techniques de PCR, 

l’absence de contrôles de qualité limitent leur application en routine. 

u fur et à mesure des années, les techniques d’amplification génique n’ont 

cessé d’évoluer e rapidité, d’automatisation, et de détection des produits 

amplifiés. 

I. rincipe :

A

 en terme d

La PCR en temps réel est une illustration concrète des progrès réalisés. 

 

 

P  

 
1. Rappels sur la PCR :  

La PCR est un

d’ADN ou d’ARN app

nucléiques. (Tse et al.

Ces techniques ’ADN à 

partir d’amorces spécifiques et sous l’action d’une enzyme le Taq polymérase (ADN 

polymérase thermo

Afin d’amplifi

nécessaire de choisir 2  

complémentaires chac plifier. Cette 

omplémentarité permet la multiplication de la séquence encadrée par les deux amorces. 

Pour réaliser cette opération, il est donc indispensable de connaître au préalable 

la séquence à amp

D’autre part, le

indispensables : les pr

l’enzyme, l’ADN poly

L’augmentation du nombre de copies est exponentielle puisque les produits 

’amplification servent de matrice pour le cycle suivant. 

 

 

 

e méthode permettant la multiplication d’une courte séquence 

elée séquence cible à partir d’une infime quantité d’acides 

2003) 

 sont basées sur la répétition de réplication in vitro d

stable). 

er par réplications successives une séquence d’ADN désirée, il est 

 amorces oligonucléotidiques synthétiques monobrins qui sont

une d’une des extrémités du fragment à am

c

lifier. 

 milieu réactionnel tamponné comprend 4 éléments 

écurseurs trinucléotidiques, le Mg 2+ qui est le cofacteur de 

mérase et les amorces spécifiques. 

d
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Après 30 cycles, on obtient en moyenne une amplification de 106  selon 

l’équation : 

 

N=N02ⁿ 

 
Où N= nombre de molécules amplifiées au final 

0 = nombre initial de molécules 

 cycles d’amplification 

 

     N

     n = nombre de

 

Dans la pratique, la PCR comprend 3 étapes : (Bogard M. et al;  1998) 

 

1. La dénaturation thermique : l’ADN est chauffé à une 

température supérieure à sa température de fusion (Tm). Cela 

ui permet de séparer les deux 

brins d’ADN. On se place en général à 94 ou 95°C car à cette 

température l’ ADN passe de double à simple brin. 

 

2. L’hybridation ou annealing

rompt les liaisons hydrogène ce q

: la température est abaissée à une 

 

 

3. L’élongation 

valeur inférieure à la Tm de l’amorce possédant la plus faible Tm 

afin que les amorces puissent s’hybrider (entre 40 et 70°C en 

fonction des couples d’amorces utilisées). 

: on augmente progressivement la température ce 

qui a pour conséquence d’activer la Taq polymérase et la néo 

synthèse du brin complémentaire. La synthèse se fait dans le sens 

5’ → 3’ à 72°C qui est la température optimale. 
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Au niveau expérimental, la quantité de produit formé dépend d’un facteur 

primordial qui est l’e ficacité d’amplification (E) définie comme étant la proportion 

moyenne d ue cycle d’amplification (0< 

< 1). 

Dans les co 8 

selon le gèn

 

N=N0 (1+ 

f

es molécules d’ADN cible se dupliquant à chaq

E

nditions expérimentales habituelles E< 1 et varie entre 0,78 et 0,9

e amplifié.  

E) ⁿ  

 
 

Une détection des produits de PCR obtenus 

(amplicons) nécess

la manipula  importantes de cibles. 

L’avantage

l’ADN cibl

Différentes

 

 

 

 

de l’ADN 

cible es risques 

 fois l’amplification terminée, la 

ite une nouvelle étape qui est à l’origine de contaminations du fait de 

tion des tubes contenant des quantités

 de la PCR en temps réel est qu’elle combine l’amplification de 

e et la détection des produits  dans un même tube réactionnel.  

 technologies peuvent être utilisées. 

La PCR en temps réel permet l’amplification et la détection 

 à analyser au cours d’une seule réaction ce qui limite l

de contamination par les amplicons et réduit par la même occasion la 

durée de la PCR. 
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2. L s réel :es technologies de la PCR en temp  

 
a. Technologies utilisant des intercalants : 

 

002 ; Tse et al., 2003).  

ert) 

 et 

 ; Wittwer et al. 1997). 

 

e est 

e fluorescence décroît complètement lorsque l’ADN est 

dénatur

ycles par un système de lecture 

intégré

l’augm tation de la quantité d’ADN amplifié durant la réaction. 

rès sensible mais de spécificité 

essentiellement conditionnée par le choix des amorces car le SG marque 

toutes l n 

e ce fait, tous les produits de la PCR non spécifiques ainsi que les 

dimère  

uantité d’ADN double brin et 

donc à la taille des amplicons. 

Le principe est basé sur l’utilisation de marqueurs se fixant à 

l’ADN double brin qui deviennent fluorescents après excitation par des 

rayonnements ultraviolets. (Poitras et al., 2

Le marqueur le plus utilisé est le SYBR Green® (intercalant v

car il donne un signal plus puissant que le bromure d’éthidium (Higuchi

al., 1997

 Lors de la réaction d’amplification par PCR, le SYBR Green® (SG)

libre en solution est peu fluorescent. 

Durant l’étape d’élongation, l’augmentation de la fluorescenc

associée à la quantité de SG se fixant à l’ADN double brin naissant. 

L’émission d

é en simple brin. 

Par conséquent, l’émission de fluorescence est mesurée à la fin de 

chaque étape d’élongation pour chacun des c

 à l’appareil de PCR en temps réel qui permet de suivre 

en

Le système est simple, t

es molécules d’ADN double brin qu’elles soient spécifiques ou no

de la séquence d’intérêt. 

D

s d’amorce éventuellement formés vont également engendrer un

signal de fluorescence. L’autre inconvénient est lié à l’intensité de 

fluorescence qui est proportionnelle à la q

C’est la technique que nous utilisons ici. 

 

 

 

 57



b. Technologies utilisant des sondes : 

 

Le principe de base est le quenching par FRET (Fluorescence 

Resonance Energy Transfer). (Clegg ; 1995) 

l’intensité de l’émission fluorescente 

l’hybridation spécifique de la sonde avec chaque molécule d’amplicon 

généré. 

 spécifique, on a 

quencher) qui absorbe plus ou moins 

l’énerg

 Méthode Taqman

Une sonde fluorogénique est un fragment d’ADN monobrin non 

extensible par l’ADN polymérase, spécifique du fragment cible amplifié et 

portant 1 ou 2 groupements fluorophores. 

On suit par mesure de 

Pour être sûr que la sonde s’hybride bien à sa cible

un deuxième fluorophore (ou 

ie émise par le premier fluorophore excité  et qui réduit voire 

empêche l’émission de fluorescence lorsque la sonde se trouve  libre dans le 

milieu réactionnel. 

Suite à ce transfert d’énergie, la fluorophore donneur excité retourne 

à son état initial et l’énergie transférée au quencher est soit absorbée par ce 

dernier, soit dissipée sous forme de chaleur. 

Selon la nature du quencher, on a donc plusieurs techniques. 

 

 : 

La sonde Taqman est un fragment oligonucléotidique marqué 

par 2 

ue 

ce. 

r la source est transférée par 

FRET au fluorophore accepteur. 

 

groupements fluorophores en ses extrémités 5’ et 3’. 

 

Cette technique exploite l’activité exonucléasique de l’ADN 

polymérase qui permet d’hydrolyser la sonde hybridée à sa cible spécifiq

lors de l’étape d’élongation des amorces. 

 

Lorsque la sonde se fixe sur sa cible, les 2 fluorochromes sont 

proches donc il n’y a pas d’émission de fluorescen

L’énergie du fluorophore excité pa
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Comme les spectres d’émission et d’excitation ne se chevauc

pas, le fluorophore accepteur absorbe l’énergie qui lui est transmise 

sans émettre de fluorescence. 

 

hent 

 

ET. 

 

 

RET en tandem (sondes Light Cycler®) :

Au cours de la synthèse du brin complémentaire la Taq polymérase

digère la sonde, les 2 fluorophores se séparent, interrompant donc le FR

Cette séparation aboutit à une émission de fluorescence pendant la double 

étape d’annealing-élongation. 

 Sondes F  

 

N cible, 

les 2 fl

e plus, le spectre d’émission du fluorophore donneur se chevauche 

avec le spectre d’excitation du fluorophore accepteur. Une fois les 2 sondes 

ible, l’énergie libérée par le fluorophore donneur 

le fluorophore qui est alors excité et émet un 

signal fluorescent mesurable. 

 Sondes Beacons= balises moléculaires :

Le système utilise un couple de sondes d’hybridation très courtes 

portant chacune un fluorophore. Une fois les sondes fixées sur l’AD

uorophores seront distantes de moins de 5 nucléotides. 

D

appariées à leur séquence c

est captée directement par 

 

 

 une sonde d’hybridation en épingle à 

r et 

 fluorophore non fluorescent quencher. La boucle 

st spécifique et complémentaire de la cible à détecter. La sonde possède 

ne structure complémentaire qui lui permet de se replier sur elle-

ême.  

En position  repliée, il n’y a aucune émission de fluorescence puisque 

 quencher absorbe toute l’énergie du rapporteur. 

 

 

 

 

La balise moléculaire est

cheveux qui porte à son extrémité 5’ un groupement fluorophore reporte

à celle 3’ un groupement

e

u

m

le
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 En présence d’une séquence cible complémentaire, la sonde 

spécifique s’apparie de façon spontanée, ce qui implique un changement de 

orescence mesurable par le rapporteur. 

A la différence du système Taqman, le groupement quencher en 3’ 

est une m

restitue l’énergie transm  et non 

pas sous forme d’émissi

L

sensibilité largement su elle des systèmes utilisant un quencher 

fluo ce

L t de 

détecter des différences d’une seule base, puisqu’en cas de mésappariement 

touchant un seul nucléotide, l’hybridation de la sonde n’a pas lieu. 

nception des sondes. 

 

II. Appar

conformation qui éloigne les 2 fluorophores et entraîne l’émission de 

flu

olécule non fluorescente type Dabcyl (rouge de méthyle) qui 

ise par le rapporteur sous forme de chaleur

on lumineuse. 

e bruit de fond est alors considérablement réduit d’où une 

périeure à c

res nt.  

a spécificité de détection du système est telle qu’elle perme

L’inconvénient majeur reste la difficulté de co

 

eillage : 

s :
 

1. Les système  

 
marché plusieurs types d’instrumentations permettant de 

R en temps réel. 

Il existe sur le 

pratiquer la PC

Les appare a vent être classés en deux 

catégories. Annexe I)  

 

 

 

 

 

 

 

ils ctuellement commercialisés peu

(
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a. Systèmes haut débit : 

 

Ils perm

00, 

. 

− Le MX 4000 Multiplex Quantitative PCR System de chez 

chez BioRad 

les 

ettent le suivi simultané d’au moins 96 réactions PCR. (Tse et al., 2003) 

 On trouve : 

 

− Le Gene Amp 5700 Sequence Detector et l’ABI Prism 7000, 77

7900 Sequence Detector de chez Applied 

Biosystems (Tib Molbiol, Berlin, Germany)

Stratagene. 

− Le i Cycler de 

− Le DNA Engine Opticon commercialsé par MJ Research. 

 

 

b. Systèmes à moindre débit mais plus flexib : 

 

eylan, France) ; cet automate est plus polyvalent car 

permet la réalisation des tests d’hybridation. Il est aussi plus 

d’exécution des tests de PCR. 

Ils autorisent plusieurs technologies différentes. 

− Le Light Cycler commercialisé par Roche Diagnostic 

(M

rapide en terme 

− Le Rotor Gene (Corbett research) que nous détaillerons 

puisque c’est l’appareil 

de nos manipulations. 

− Le Smart Cycler (Eurogentec) 

 

 

 

 

 

 

dans la seconde partie de notre exposé 

utilisé au cours 
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2. Thermocycleur et module de détection : 

s ces appareils combinent un 

 

Tou thermocycleur et un module de détection 

fluorimétrique pilotés par une station de travail permettant l’acquisition et le traitement 

des données. 

Les systèmes haut débit fonctionnent avec un thermocycleur combinant une 

lectrique et un circuit de refroidissement. Pour compenser les variations d

 entre le bord et le centre de l’appareil, on peut l’équiper des bords 

résistance é e 

température

chauffants. 

Certains appareils 

adjonction 

Les

permettent l’automatisation des étapes de pré et post-PCR par 

de station de pipettage. 

 systèmes à moindre débit sont équipés d’un thermocycleur à air pulsé qui 

assurent une répartition  plus homogène de la température d’un échantillon à l’autre. 

Cette homo e 

conditionne la précision et la reproductibilité des mesures. 

 

Le  

d’excitatio  

d’excitation sont utilisées : 

 

Lampe électronique LED (Light Emitting Diode) 

On 

 

es 

• dants. 

 

 

 

 

généité de la température est un paramètre très important puisqu’ell

module de détection fluorimétrique est composé d’une source lumineuse

n allant capter les signaux de fluorescence émis. Trois sources lumineuses

• Source laser-argon 

• 

• Lampe halogène à filament de tungstène. 

a aussi 3 types de détecteurs : 

• Une caméra CCD (Charge Coupled Device) 

• Une barrette de photodiod

Un ou plusieurs tubes photomultiplicateurs (PMT) indépen
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III. Présentation et interprétation des 

résultats : 
 

tème de détection et est monitorée via une station de 

La représentation graphique des résultats se fait sous forme d’une 

e 

  

La fluorescence émise au cours de la réaction d’amplification est 

collectée par un sys

travail informatique permettant d’acquérir en temps réel et d’afficher 

immédiatement les données mesurées. 

courbe exponentielle ou courbe sigmoïde d’amplification avec en ordonné

l’intensité de fluorescence émise et en abscisse le nombre de cycles de PCR.

1

2
3

4

Figure 3: Suivi en temps réel d’une réaction PCR. (Tse et al.2003) 

e émise 

est très faible ce qui permet de définir la ligne de base de la courbe qui 

correspond à l’intensité du bruit de fond de fluorescence (partie 1 de la 

 

Pendant les cycles précoces de l’amplification, la fluorescenc

courbe). 
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Après un certain nombre de cycles, l’accumulation des produits de 

PCR entraîne une variation mesurable de l’intensité de fluorescence 

s derniers cycles d’amplification, la quantité de produits formés 

é d’amplification 

 

t qu’avec les amorces. 

• L’activation de l’activité 5’-3’ exonucléase de l’ADN 

polymérase 

• L’accumulation de pyrophosphates (produits de la dénaturation 

thermique  des nucléotides) qui inhibent l’activité de l’enzyme. 

 

La ligne de seuil ou threshold est établie arbitrairement. Elle est basée sur la 

variabilité 

Le point d’intersection entre la courbe d’amplification et cette ligne seuil est 

défini c

e est le nombre fractionnaire de cycles 

pour lequel l’intensité de la fluorescence émise a dépassé une valeur seuil significative 

différente du bruit de fond. 

Les résultats sont représentés sous forme d‘une courbe sigmoïde que l’on suit sur 

(partie 3). 

Au cours de

tend vers une limite, c’est l’effet saturation ou effet plateau (partie 4 de la 

courbe). 

Cette phase de saturation reflète une baisse de l’efficacit

qui résulte (Morrison et al., 1994) : 

• En partie de l’inactivation thermique partielle de l’ADN 

polymérase au cours des derniers cycles. 

• La diminution des réactifs (amorces, nucléotides) qui

deviennent limitants. 

• La réhybridation préférentielle de la cible avec elle-même 

plutô

de la ligne de base. 

omme étant le Ct (cycle threshold ou cycle seuil) qui est lu sur l’axe des 

abcisses. 

Plus précisément, le cycle seuil optiqu

 

l’ordinateur en temps réel. 

Pour un échantillon donné, le résultat s’exprime par le Ct ou cycle seuil 

illon 

est considéré comme positif. 

correspondant au nombre de cycle d’amplification à partir duquel l’échant
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IV. Applications de la PCR en temps 

réel : 
 

La sultats rapides, 

spécifiques et quantitatif en plus d’applications dans différents 

domaines. 

En biologie médicale, les applications les plus importantes se situent en 

microbiologie clinique, en oncologie et dans l’étude de l’expression des gènes. 

 

 

1. Microbiologie clinique :

 PCR en temps réel, du fait de sa capacité à rendre des ré

s, trouve de plus 

 

 
C’est en virologie que ces techniques sont actuellement le plus utilisées pour la 

détection et la quantification des génomes viraux. 

Cela permet d’estimer la concentration d’une cible particulière d’ADN ou d’ARN par 

rapport à un standard. 

Cette technique s’est avérée d’un grand intérêt pour la titration du virus (HIV 1 et HIV 

2, HBV, HCV) dans les phases précoces de la maladie mais aussi dans le suivi des 

sujets  infectés et en particulier le suivi des traitements antiviraux. 

La détection et la quantification d’agents pathogènes bactériens (mycobactéries, 

légionnelles, mycoplasmes, Bordetella pertussis, chlamydia…), de protozoaires 

(toxoplasme, Plasmodium) et de champignons (Candida, Aspergillus, Cryptococcus…) 

par PCR en temps réel ont fait l’objet de plusieurs centaines de publications. 

Cet intérêt s’explique par la durée du diagnostic traditionnel qui s’exprime en 

jours voire semaines et par la grande sensibilité de cette technique parallèlement aux 

méthodes conventionnelles. 

 

 

 

 

 

 

 65



2. Oncologie clinique : 

 
La PCR en temps réel est également très prometteuse dans la recherche et la 

quantification des gènes suppresseurs de tumeurs (par mutation ou délétion allèlique) ou 

pour la recherche d’activation d’oncogènes. 

 

 

3. Expression génique : 
 

La quantification par RT-PCR en temps réel est utilisée pour estimer le niveau 

d’expression de gènes d’intérêt comme les gènes de cytokines ou pour l’analyse des 

variants d‘épissage, ou pour valider les profils d’expression obtenus à l’aide des puces à 

ADN. 

 

 

Le dé

 

 

veloppement de la PCR en temps réel est en plein 

essor et est de plus en plus utilisée dans le diagnostic 

microbiologique. 
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Partie II :  
n 

ns le 

plasmodiales au laboratoire 
arasitologie de Nantes.

Application de la PCR e
temps réel da

diagnostic des 4 espèces 

de P
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Introduction : 
 
 

En France, depuis 1996, on assiste à une recrudescence du paludisme 

d’importation. Pour les années 1998, 1999 et 2000, le nombre de cas estimés pour la

France évoluent de 5940, 7127 à 8056. (D’

 

après les données du CNREPIA. Dupré 

Cécilia

s depuis 2001, on observe une diminution du nombre de cas de paludisme 

d’impo

ependant, à Nantes, on diagnostique de plus en plus de cas depuis 1996. En 

effet, e  

 annuels en moyenne (57 cas en 2003). 

ans la plupart des hôpitaux, le diagnostic du paludisme repose sur la méthode 

de réfé

 

en deuxième intention 

dans le ons 

morphologie déformée par un traitement antimalarique posent un réel problème de 

diagnos

 et une plus grande spécificité. 

n effet, quelques équipes ont travaillé sur une PCR nichée (nested PCR) 

(Snoun e  

l. ; 2001 ;Zakeri et al. ; 

2002 ;  our le 

 

 

 ; 2004) 

Mai

rtation en France métropolitaine ; la décroissance annuelle est d’environ 10% 

pour 2002 et de 6-7% pour 2003.  

C

ntre 1991 et 1996, on avait entre 25 et 30 cas annuels ; entre 1997 et  2000 : 40

cas annuels ; entre 2001 et 2003 : 54 cas

 
D

rence basée sur la lecture de la goutte épaisse et du frottis sanguin mais le 

diagnostic par microscopie requiert de l’expérience et une compétence particulière d’où

le développement récent de techniques complémentaires. 

 Les tests immuno-chromatographiques sont intéressants 

s cas de faible parasitémie, pour un diagnostic d’urgence en garde, pour les d

d’organes. 

D’autre part, les cas de poly parasitisme, de pauci infestation et les cas de 

tic. 

De ce fait, il a semblé intéressant de développer des techniques de biologie 

moléculaire assurant à la fois une plus grande sensibilité

 E

ou t al.; 1993a et 1993b ;Roper et al. ; 1996 ; Zalis et al. ; 1996 ; Snounou G. ;

1996 ;  Kimura et al. ;1997 ; Rubio et al. ; 1999 ;  Gautret et a

 Di Santi et al.;   2004 ;Montenegro et al. ; 2004 ; Scopel et al. ; 2004)  p

diagnostic d’une ou des 4 espèces de Plasmodium mais cette technique ne permet pas de 

rendre un résultat avant 8 heures ce qui la rend inadaptée à l’urgence.  
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D’autres chercheurs se sont penchés sur les techniques d’hybridation avec 

sondes radiomarquées (Waters et al; 1989) ou avec des sondes non isotopiques    

(Barker et al. 1992) couplées avec une détection colorimétrique (Ciceron et al, 19

microplaques (Kimura et al. 1995 ;  Kaw

99) en 

amoto et al; 1996 ; Zhong et al. 1999 ; 

Calder  

tion par Southern blot. 

à 

Whiley et al. (2004) ont mis au point une PCR ELAHA qui combine une PCR 

s

h

diagnostic des 4 espèces plasmodiales. 

Mc Namara et al. (2004) ont développé une PCR multiplex ligase. 

 

t développé une PCR utilisant la méthode Taq man 

(Hermsen  et al; 2001 ; Lee et 

ent, de maintenance, de 

réactifs, elle présente plu

uivi en temps réel de l’amplification grâce à 

 ou intercalant et à la mesure du signal 

émis après chaque hybridation  ou élongation). 

 

 

aro et al; 2004). D’autre comme Perandin et al. (2003)  ont utilisé une PCR 

suivi d’une hybrida

 Cependant, ces techniques sont longues (plus d’une journée) donc inadaptées 

l’urgence. 

uivie d’une hybridation couplée à une révélation immunoenzymatique qui dure 5 

eures.  

Schoone et al. (2000) ont testé une PCR quantitative de type NASBA pour le 

Pour remédier aux désavantages des différentes techniques de PCR, d’autres 

équipes ont opté pour une PCR en temps réel permettant un résultat dans un délai de 2 

heures environs. La plupart on

al; 2002 ; Perandin et al; 2004). 

De Monbrison et al. (2003) de même que Fabre et al. (2003) et Berry et al. 

(2004)  ont préféré utiliser une PCR en temps réel utilisant la technologie des 

intercalants (ici le SYBR®Green), technique que nous développons aussi par la suite. 

 

La PCR en temps réel représente un réel progrès dans le monde de la biologie 

moléculaire. Malgré son coût encore élevé en terme d’équipem

s d’avantages que de limites : 

 

− La rapidité de la réalisation permet une diminution du délai de réponse : de 

8H pour une nested-PCR à <3 H pour une PCR en temps réel. 

− La technique assure le s

l’incorporation d’un marqueur fluorescent (sonde
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− La mesure de la fluorescence en temps réel remplace l’étape de migration 

sur gel ou les techniques ELISA en ce qui concerne la détection des amplicons. De ce 

it, on diminue les problèmes de contamination par des amplicons des réactions 

antérieu 03) 

et son utilisation en routine et réduit le 

temps technicien. 

− La PC

autres tec

I. Mise au point de la PCR en temps réel 

fa

res. (De Monbrison et al; 20

− L’automatisation de la technique perm

R en temps réel est reproductible et au moins aussi sensible que les 

hniques (Morassin et al, 2002) et assure un diagnostic d’espèce avec certitude. 

 

dans le diagnostic des différentes espèces: 

 
Le point de départ de no

laboratoire de Parasitologie de 

Parasitologie de Nantes. 

En effet, cette équipe a  en temps réel adaptée au 

diagnostic de chacune des 4 esp P. 

ovale, P.malariae) ainsi qu’une

plasmodiale humaine (SSU). (Fabre R. et al., 2003) 

Cependant, le CHU de Nantes dispose d’un Rotor Gene (Corbett Research) dont 

le principe de fo nt du 

Light Cy

 

P

concentra centration en MgCl2, 

concentration en

diagnosti  diagnostic d’espèce avait été fait en fonction de la 

morphologie mi

C ble afin de parvenir à une 

amplification  sélective du fragment recherché avec une sensibilité optimale. 

 

s travaux est le transfert de connaissances entre le 

Toulouse du Professeur Séguela et le laboratoire de 

mis au point une PCR

èces plasmodiales humaines (P. falciparum, P. vivax, 

 PCR adaptée à la détection générique de toute espèce 

nctionnement (technologie Taq Man ou SYBR®Green) est différe

cler (Roche Diagnostic) utilisé à Toulouse. 

our la mise en place  de cette PCR en temps réel, il a fallu  déterminer les 

tions optimales de la réaction PCR (température, con

 échantillon) en utilisant des échantillons de sang de patient dont le 

c  de paludisme et surtout le

croscopique. 

ette détermination préalable est indispensa
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A. Matériel et méthode : 

 
1. Sources d’ADN : 

 

Nous avons utilisé des échantillons congelés à – 20°C de sang total d

patients prélevés sur anticoagulant (EDTA) dont on avait dépisté un pa

avec les techniques microscopiques d’étude du frottis sanguin. Un minimum

de 200µL est nécessaire pour l’extraction d’ADN. 

 

Notre étude relève de 2 groupes de patients : 

e 

ludisme 

 

 

− Une étude rétrospective portant sur des patients de 

re les lames de frottis 

sanguin pour comprendre les discordances dont nous 

parlerons plus tard. 

 Une étude sur les prélèvements récents

2002 et 2003 (jusqu’à  début septembre) : le diagnostic 

de paludisme a été porté par microscopie. Nous n’avons 

eu aucune possibilité de reprend

−  (septembre 

sibilité de reprendre les 

 sang. 

 

 de 

2 et 57 en 2003 pour un nombre total de demandes de 331 

pour 20

ctuellement à 32 paludismes 

positifs sur 272 demandes. 

ntre 2002 et 2004, nous avons retrouvé 13  P.ovale,  7 P.vivax et  6 

P.malariae diagnostiqués au laboratoire. 

2003 à octobre 2004) avec la pos

lames de

D’autre part, cette étude ne porte pas sur toutes les demandes

recherche de paludisme entre 2002 et 2004.  

En effet, le laboratoire de Parasitologie de Nantes a diagnostiqué 53 

paludismes en 200

02 et 294 pour 2003. (Dupré Cécilia ; 2004) 

En ce qui concerne 2004, nous sommes a

E
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Le budget et le temps impartis à cette étude ne permettaient pas de

passer tous les cas de demande de paludi

tri.  

 

sme en revue ; il a donc fallu faire un 

ertains échantillons de sang en trop faible quantité (<200µL) n’ont 

pas pu levé). 

 

alciparum (fortes 

parasité

 

atif mais présentant une sérologie à un titre 

significatif (>160) ainsi que des négatifs avec un taux d’anticorps inférieur à 

40. 

uis 2002, nous avons 

C

être techniqués (souvent le cas des enfants où peu de sang est pré

 

De ce fait, nous avons pris tous les patients diagnostiqués avec une

espèce autre que P.falciparum ainsi que certains P.f

mies et un échantillon de parasitémies <0,01% qui posent problème 

avec le diagnostic classique). Nous avons aussi sélectionné des patients

diagnostiqués comme nég

 

Sur les 897 demandes de recherche de Plasmodium, dont 

142 paludismes diagnostiqués dep

sélectionné 122 patients. 

 

 

 

xtraction de l’ADN :2. E  
 

ion et 

 

s une pièce différente de celle où l’on 

prépare

Le kit d’extraction utilisé est le High Pure PCR Template 

Preparation Kit (Roche Diagnostic) basé sur le principe de la précipitat

de la purification de l’ADN sur colonne. Les étapes d’extraction sont décrites

dans l’annexe V. 

Cette étape doit se faire dan

 les Mix pour éviter les contaminations. 
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3. Technique d’amplification génique utilisée : PCR en 

temps réel avec agent intercalant : 
 

Les systèmes permettant la détection des molécules d’amplicon 

générées après chaque cycle d’amplification font appel soit à un agent 

de 

fluorogénique allant s’hybrider. (Tse C.et al.2003) 

Le système le plus simple repose sur l’inclusion d’un agent intercalant, 

le

intercalant se fixant directement sur l’ADN double brin, soit  à une son

 SYBR® Green I qui se lie préférentiellement à l’ADN double brin 

nouvellement synthétisé. 

élongation d’un cycle de PCR, le 

e entre les bases nucléotidiques de l’ADN  double 

brin et peut ém ’il est excité par des 

rayonneme

La e étape 

d’élongatio cle par cycle de la réaction de PCR. 

Le t t 

conditionn

Le uble brin 

qu’elles so

De f

dimères d’  signal 

de fluoresc

systèmes u

signal de fluorescence est indépendante de la longueur du produit amplifié et 

spécifique de l’amplicon détecté. 

sy ester la spécificité d’une réaction PCR par 

l’établissement d’une courbe de fusion post-PCR puis par la détermination de 

la température de fusion (Tm : melting temperature) des produits amplifiés. 

 

 

 Principe : voir annexe VI 

A chaque étape d’hybridation et d’

SYBR® Green I s’intercal

ettre un signal de fluorescence lorsqu

nts UV. 

mesure de l’intensité du signal émis à la fin de chaqu

n permet le suivi cy

sys ème est simple, très sensible, mais de spécificité essentiellemen

ée par le choix des amorces. 

SYBR® Green I marque toutes les molécules d’ADN do

ient spécifiques ou non de la séquence d’intérêt. 

ce ait, tous les produits de PCR non spécifiques ainsi que les 

amorces éventuellement formés vont également engendrer un

ence. Ce défaut de spécificité constitue la limite majeure des 

tilisant une sonde fluorogénique pour lesquels la production d’un 

Néanmoins, le système de détection utilisant le SYBR® Green I est un 

stème très simple qui permet de t
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Le tes les molécules 

d’AD ent que l’on 

peut m n de PCR. 

 SYBR®Green est un agent intercalant qui marque tou

N double brin. Après excitation, il émet un signal fluoresc

esurer en temps réel ce qui permet de suivre la réactio

 

 

4. Conditions de la réaction de PCR en temps réel : 

 
a. Les amorces : 

 
Classiquement, le choix des amorces se fait selon certains critères : 

 
− Taille entre 20 et 30 paires de bases 

mplémentaires 

mésappariements) 

e 

complémentarité). Les dimères d’amorces résultent de 

lles. 

 sur elles-mêmes 

− La température de fusion (ou Tm) des amorces doit être 

ossible). 

 non 

Les amorces choisies ont été sélectionnées par le laboratoire de Toulouse du  

 

 

 

 

(Bogard M. et al; 1998.)  

− Choisir des amorces de séquences exactement co

du fragment à amplifier (absence de mismatches ou 

− Absence d’hybridation des amorces sur elles-mêmes (absenc

d’auto complémentarité) et entre elles (absence de 

l’hybridation des amorces sens et antisens entre e

− Les amorces  ne doivent pas faire de boucles

suffisamment élevée (au minimum 55°C quand cela est p

En effet, plus la Tm est élevée, moins le risque d’hybridation

spécifique est important. 

 

Pr. Séguela. (Berry et al ; 2004) 
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 Le couple d’amorce spécifique du genre Plasmodium (amplifiant donc les 

4 espèces plasmodiales) est appelé SSU : 

AG-3’ 

b. SSU2: 5’- CCA-AAG-ACT-TTG-ATT-TCT-CAT-3’ 

 

ouple d orces spécifiques de Plasmodium falciparum est  

ité de l’ARN r (ssu rRNA)) : 

 

. PF1 - GGA-A -TTG-CTA-ACA-C-3’ 

. PF2 - AAT-GA -CTG-TGT-ATC-3’ 

 ouple d orces spécifiques de Plasmodium ovale est : PLF/OVR  

es sur l ne mitoch e la CoxI du parasite) : 

 

a. PLF : 5’- AGT-GTG-TAT-CAA-TCG-AGT-TT-3’ 

b. OVR : 5’-GCA-TAA-GGA-ATG-CAA-AGA-ACA-G-3’ 

 Le c

(issu

 

a. PV1 : 5’- CAC-CAT-TAA-GTA-CAT-CAC-3’ 

b. PV2 : 5’- TGT-TAA-TAC-AAC-TCC-AAT-3’ 

 

Le couple d’am Plasmodium malariae est : 

PLF/MAR : (issue ous-unité de l’ARN r (ssu rRNA)) 

a. PLF : 5’- AGT-GTG-TAT-CAA-TCG-AGT-TT-3’ 

fiques de la Bétaglobine humaine est 

BG

a. SSU1 : 5’- AGT-TAC-GAT-TAA-TAG-GAG-T

 

 Le c ’am

PF1/PF2 (issues de la petite sous-un

a  : 5’ TG-TTA

b  : 5’ A-GAG

 

Le c ’am

(issu e gè ondrial d

 

ouple d’amorces spécifiques de Plasmodium vivax est : PV1/PV2  

es sur le gène mitochondrial de la CoxI du parasite) : 

 orces spécifiques de 

s de la petite s

b. MAR : 5’- GCC-CTC-CAA-TTG-CCT-TCT-3’ 

 

 Le couple d’amorces spéci

O7/BGO8 : 

a. BGO7 : 5’- GGT-TGG-CCA-ATC-TAC-TCC-CAG-G-3’ 

b. BGO8 : 5’-TGG-TCT-CCT-TAA-ACC-TGT-CTT-G-3’ 
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Tableau 2 ntec) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : Caractéristiques des amorces (Laboratoire Euroge

 

Nous disposons donc de 6 couples d’amorces dont 4 spécifiques 

d’espèces plasmodiales, 1 spécifique du genre Plasmodium et 1 

spécifique de la ß globine (témoin d’extraction). 

 

 

b. La Taq p

 

olymérase : 
 

La polym rase utilisée est une « Hot –Start » polymérase, la Hot 

GoldStar® du laboratoire Eurogentec. Elle est utilisée dans le Mix à une 

concentration de 0,025U/�L.  

Son activation nécessite une incubation à 95°C pendant 10 min ce qui 

inhibe ainsi toute activité prématurée au cours de la préparation du Mix. 

L’enzym et une 

conservation à + 4°C. 

Amorce Tm 

é

e est reconstituée dans du DMSO ce qui perm

(°C) Masse moléculaire 
(g/mol) 

SSU1 56 6533,36 
SSU2 6355,23 56 
PF1 52 5826,88 
PF2 50 5562,71 

BGO7 70 6711,43 
BGO8 64 6667,4 
PV1 50 5411,63 
PV2 46 5441,65 
PLF 54 6162,09 
OVR 62 6834,57 
MAR 56 5361,55 
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Il est inutile de mettre trop d’enzyme car avec une quantité trop 

importante de celle-ci, on obtient un bruit de fond trop important, voire une 

inhib

Nous av

polymérase de type Hot-Start à 

ition de la réaction. (Bogard M. et al ; 1998.) 
 

ons, de ce fait, choisi une 

0,025U/µL. 

 

 

c. Les désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) : 
 

Les nucléotides sont utilisés à la 

concentration de 200�M chacun. 

 

La concentration de chaque dNTP doit être identique afin d’éviter les 

s d’incorporation.  

Par contre, des concentrations inférieures à 20 �M peuvent diminuer le 

 d’amplification.  (Bogard M. et al; 1998.) 

 

risques d’incorporation erronée des nucléotides par erreur de la polymérase. 

Des concentrations supérieures à 200�M pour chaque dNTP ne doivent 

pas être dépassées au risque d’augmenter le nombre d’erreur

rendement de la réaction

d. Le tampon 10X : 
 
Le tampon est constitué de tampon TRIS-EDTA, de 10mM 

de TRIS-HCl et 0,1 mM d’EDTA. Le pH final est de 8. 
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e. Le MgCl2 : 
 

Le 

L

magnésium (Mg2+) sert de cofacteur à la Taq polymérase. 

a concentration en Mg2+ est un paramètre essentiel à la spécificité et à 

l’efficacité de la réaction. 

 

En e DN double 

rin. L’ion Mg2+ interagit avec les charges négatives de l’ADN et limite les forces de 

répulsion entre les brins nt l’hybridation, 

des appariements non spécifiq nt entre les amorces qui 

forment alors des dimères. 

Au contraire, une concentration trop faible réduit l’activité de la polymérase. 

 Il existe une relation inverse entre la quantité de dNTP utilisée et la 

concentration de MgCl2. En effet, les dNTP chélatent une partie des ions Mg2+. Par 

conséquent une augmentation des dNTP diminue la concentration disponible des ions 

Mg2+ libres. 

Ain iner 

expériment

de nucléotides puis

 

f.

ffet, des concentrations trop élevées favorisent la formation d’A

b

 d’ADN. De ce fait, en favorisant et en stabilisa

ues peuvent se produire, notamme

si, pour chaque cible et pour chaque couple d’amorces, il faut déterm

alement la concentration optimale de MgCl2 pour une concentration donnée 

que ceux-ci complexent le Mg2+. 

 SYBR®Green : 
 

La concentration finale dans le Mix en SYBR® Green (SG) doit être comprise 

entre 1/5000 et 1/ 1

inhibition d

la réaction 

ar contre, une quantité trop faible de SG ne fournira pas assez de molécules de 

SG pour marquer les amplicons de façon suffisante. (Corbett Research.) 

e kit de PCR d’Eurogentec propose un Mix type qui contient 1/66000 de SG. 

Ici, nous nous sommes placés à une concentration 

finale de 1/66000

00000. Une concentration trop forte en SG peut entraîner une 

e la réaction puisqu’en tant qu’intercalant de l’ADN, il peut interférer dans 

d’amplification. 

 P

L

  

 de SG dans le Mix. 
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g Echantillons d’ADN :.  
 

Les échantillons d’ADN sont stockés sous forme d’aliquotes d

pur après

’ADN 

 extraction. Suite à nos essais, nous ne les utilisons que dilués au 

iminuer le 

rendement de la polymérase par la présence éventuelle dans l’échantillon 

nces inhibitrices. (Karsai et al; 2002) 

1/4 ou au 1/8. La dilution préalable tend à réduire le risque de d

d’ADN extrait de substa

 

Les échantillons d’ADN sont utilisés dilués 

au 1/4 ou au 1/8 selon les PCR. 

 

h. Préparat

 
ion du Mix : 

 
 les composants précédemment cités soTous nt compris dans un kit 

commercial de chez Eurogentec ; il s’agit du qPCR Core Kit for 

Nous nous sommes basés sur le modèle de Mix de 50µL conseillé 

par ce laboratoire pour calculer les concentrations de chaque composant. 

Nous voulions nous placer à 20µL de Mix final soit 15µL de Mix + 5µL 

d’échantillon. En effet, le Rotor Gene peut travailler sur ce volume ce qui 

permet d’économiser du réactif. 

En annexe XIII, vous trouverez le détail de la préparation de chaque 

Mix pour chacune des espèces plasmodiales issu des essais de mise au point 

notamment pour la concentration de MgCl2. 

SYBR®Green I – No ROX.  
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i. u ycle de température : A tomatisation et c  
 

Le ther

(Corba

Sa desc

 

Le prog

 

mocycleur en temps réel utilisé pour cette étude est le Rotor Gene 

s Research). 

ription et son fonctionnement sont exposés en annexe VII. 

ramme de PCR a 2 étapes : 

− 1er cycle de température : L’ADN est dénaturé à 95°C pendant 10 

minute

− 

s. Dans un même temps, la Taq polymérase est activée par la chaleur. 

 

2ème cycle de température : (répété 40 fois) 

 

 15 secondes 

Pendan

 

 

 

 

 

 

 

 

− dénaturation à 94°C pendant

− hybridation et élongation à une température et pendant un 

temps déterminés expérimentalement. 

 

t une de ces 2 étapes on suit la fluorescence. 
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B. Résultats : 
 

Pour une PCR, on doit déterminer expérimentalement la concentration

MgCl2 et la températur

 en 

e d’hybridation élongation. 

ts 

ite) diagnostiqués comme positifs par 

mic s 

Pour chaque couple d’amorce donc pour chaque espèce plasmodiale, il a 

fallu déterminer les conditions optimales de la PCR. 

Pour chaque essai nous avons préparé le Mix extemporanément en 

fonction des conditions opératoires à tester.  

L’au s, il 

nou

end

De p vons dû 

essu

a co

 

1. Mise au point des condition

Afin de mettre au point ces paramètres, nous sommes partis de patien

(que l’on appellera témoins par la su

roscopie pour chaque espèce plasmodiale. Nous nous sommes donc servi

d’ADN extrait du sang total congelé de patients diagnostiqués au CHU de 

Nantes entre 2002 et 2004. 

 

tomate de PCR en temps réel  étant commun à plusieurs service

s a fallu travailler pendant les créneaux horaires disponibles (soir et week-

) ce qui a freiné la progression de cette mise au point.  

lus, le Rotor Gene étant dans un pièce non climatisée, nous a

yer quelques échecs de manipulations lors de la canicule de l’été 2003. Ceci 

ntribué aussi à prendre du retard dans nos travaux. 

 

s opératoires de la PCR 

simplex : 

Pour m tre PCR nous avons testé diverses conditions 

opératoires puis ous avon is l on  e e 

du suivi de la fl rescence

 

Sur l  fus

 
ettre au point no

 n s étudié à la fo a courbe de fusi t la courbe brut

uo . 

a courbe de ion, nous  rec é l’ tion ic ét

spécifique de haque couple d’amorces et donc de chaque espèce plasmodiale à 

une température donnée dite Tm. 

avons herch appari  d’un p roit 

 c
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Sur la courbe de suivi de la fluorescence en fonction du nombre de cycles de 

on peut déterminer le Ct qui est le nombre de cycle d’amplification à 

 duquel l’échantillon est considéré comme positif. 

PCR, 

partir

Chaque

plusie

essais . 

Pour les

essais

aliquo

peu. 

a. 

 mise au point, pour chaque espèce plasmodiale, a fait intervenir 

urs patients.  

Pour Plasmodium falciparum, nous avions beaucoup d’échantillons, les 

 ont été fait sur 4 ou 5 témoins

 autres espèces, le faible nombre de prélèvement n’a permis des 

 que sur 2 ou 3 témoins. De plus, il a fallu limiter la consommation des 

tes d’ADN pour les espèces autres que falciparum puisque nous en avions 

 

Plasmodium falciparum, ß globine et SSU : 

 
Nous disposions d’un grand nombre de prélèvements positifs à 

P.falcip

essais sur un échanti ge intéressant de parasitém

En se basant sur les conditions opératoire  laboratoire de

rasitolog oulouse, no ns commen essais de PC 3°C 

ur l’étap ridation/élongation avec 3mM de MgCl2. 

Les rs essais on éalisés sur d antillons B 0 

.falcipar 5%) et SAM (P.falciparu %) ainsi av  

rasitémies assez élevées nous pouvions plus a ettre au point la 

technique. Les échantillons sont dilués au ¼.  

Table  de la PCR P. falciparum : 

arum à des parasitémies très diverses ce qui a permis de réaliser les 

llonna ies variables. 

s du  

Pa ie de T us avo cé nos R à 6

po e d’hyb

 premie t été r eux éch IA 99

(P um à 2,  409 m à 3,5 ec des

pa isément m

 

au 3 : Premiers essais de mise au point

 

 3 mM MgCl2 4 mM MgCl2 5 mM MgCl2 

 Ct Tm Ct Tm Ct Tm 

BIA 990 42,14 79,3 38,24 79,6 34,67 79,7 

SAM 409 40,02 79,4 34,3 79,4 32,03 79,4 
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Su  

MgCl2 car à 4 et 5 mM on observe beaucoup de bruit de fond avec des pics 

parasites q

Ainsi, d’autres essais sont faits sur plusieurs échantillons : BLV 321 

(P.falc

(P.falciparum : rares gamétocytes), YAG 095 (P.falciparum <0,10%), CAA 

443 (P.falciparum 

L’intérêt de cette PCR est de 

même PCR de P. falciparum et de la présence d’une autre espèce grâce à la 

PCR SSU. De ce fait, il faut que les PCR P.falciparum et SSU marchent à la 

même tem érature. 

D’ l 

 

pérature.  

 

r l’aspect de la courbe nous avons opté pour la condition 3 mM de

ui risquent ensuite de compliquer la réponse.  

iparum 0,40%), MEG 290 (P.falciparum 1,20%), OUR 995 

<0,50%). 

pouvoir faire un diagnostic dans une 

p

autre part, pour pouvoir tout combiner dans une même PCR, i

faut que la PCR ß globine (témoin d’extraction) marche aussi à la même

tem

Tableau 4 : Essais de mise au point des PCR SSU et P.falciparum : 

 SSU P.falciparum 

 Ct Tm Ct Tm 

BLV 4 81,8 23,02 79,4  321 21,2

MEG 290 17,09 81,9 17,15 79,6 

OUR 995 27,15 81,9 23,76 79,4 

YAG 79,4  095 25,89 81,9 22,18 

CAA 443 81,9 21,48 79,4 21,55 

 

Les courbes étant nettes avec un faible bruit de fond, nous avons 

donc décidé de garder ces réglages.   

Les essais à 63°C étant satisfaisants pour la PCR ß globin  87-

88°C), nous avons opté pour rester dans les mêm d u C

SSU et P.falciparum, ce qui permet en une même P R d r 

échantillons d’ADN en SSU, pa ß 

 

 

e (Tm≈

es con itions q e les P R 

C e passe les 

P.falci rum et globine. 
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En annexe VIII se trouve un exemple de courbe de fusion SSU

P.falciparum. 

/ 

 En annexe IX, vous trouverez la courbe de suivi de fluorescence. 

 

lasmodium ovale :

 

 

 

 

 

b. P  

Pour cette espèce, la PCR onna  tem e de 

64°C, c’est donc dans ces conditions que nous avons commenc

point. 

’autre part, nous disposions de plusieurs patients diagnostiqués 

à P.ova ts 

oir que chaque échantillon donnait des 

résultats similaires. 

r 

des espèces plasmodiales différentes avec les mêmes cycles de température, soit 

63°C si possible comme la PCR P.falciparum déjà au point. 

Tablea

 

 62°C 63°C 64°C 

 

 foncti it à une pératur

é la mise au 

D

le en microscopie, ce qui nous a permis de faire des essais sur 6 patien

en parallèle. Par la suite, pour ne pas encombrer le texte, nous avons exposé les 

résultats d’un seul échantillon. Il faut sav

Nous avions d’autre part l’idée de faire fonctionner les PCR pou

 

u 5 : Essais de température pour P.ovale : Ct obtenus (en nombre de 

cycles): 

 3mM mM 5mM 3mM 4mM 5mM 3mM 4mM 5mM 4

1/4       33,56 37,3 32,88

1/8 18,38 32,25 34,51 30,1218,64 19,87 16,96 17,25 17,71 

 

 

P.falciparum, SSU et  ß globine, on se place à 3 mM 

au ¼ et à une température 

d’hybridation de 63°C. 

Pour les PCR 

MgCl2, échantillon d’ADN dilué 
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Les p  dilution d’ADN 1/8, et ce pour 

l’ensemble des échantillons, nous l’avons gardé pour la suite de la mise au point. 

 gamme de MgCl2 pour trouver la 

concen

Tableau

ics de Tm étant plus nets à la

 

De plus, la température de 63°C donne des pics de Tm plus distincts et 

des Ct plus faibles. 

Il a donc fallu refaire une

tration adéquate. 

 

 6 : Gamme d’étalonnage de MgCl2 pour P.ovale : Ct obtenus (en 

nombre de cycles): 

 

 3 mM 4 mM 5 mM 

Témoin positif 16,96 17,25 17,71 

 

 

 Après étude des pics de Tm et des Ct,  la concentration de 3 mM de 

MgCl2 est retenue. Cela permet en plus de lancer cette PCR au même cycle de 

température que la PCR P.falciparum.  

 

 

Pour la P s  à  d 2, ill

d’ADN dilué au 1/8 et à une tempé  d ati  63

Cela permet de liser le S al  e le

cours d’un même cycle. 

Vous trouverez en annexe X un exemple de courbe de fusion P. ovale. 

 

CR P.ovale, on e place  3 mM e MgCl  échant on 

rature ’hybrid on de °C. 

 réa s PCR SU, P.f ciparum t P.ova  au 
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c. Plasmodium malariae : 
 

Sur la base de 68°C, température utilisée à Toulouse, nous avons 

commencé les ess es patie nostiqué alariae ( atients 

à l’époque) avec une gamme de MgCl2 (3-4-5 mM

l’échantillon d’ADN (1/4 et 1/8). 

A 68°C, 64°C, 63°C et 62°C, on n’obtient aucune réaction, aucun pic 

spéci

ltats troublants nous ont amené à réfléchir sérieusement sur la 

cau

obligés de laisser de côté cette PCR. 

L’arrivée e d’un 

Plasmodium mal endre nos 

recherches en se basant sur le p gnostic pour les 3 

patients classés P.malariae auparavant. 

Nous avons commencé à 64°C avec une gamme de MgCl2 de 2-3- 4-5-6 

mM. Avec ce nouveau témoin positif (MEM 749) nous avons obtenu des pics très 

n

 

T r P.malariae 

(en nombre de cycles): 

Dilution ADN 2 mM 3 mM 4 mM 5 mM 6 mM 

ais avec l nts diag s à P.m soit 3 p

) et 2 concentrations de 

fique. 

Ces résu

se de cet échec total de la PCR. Ne trouvant pas de solution nous avons été 

 dans le service d’un sang avec une forte parasitémi

ariae de morphologie très typique nous a permis de repr

ostulat d’une erreur de dia

ets à un Tm autour de 82°C pour chaque point de gamme. 

ableau 7: Ct  obtenus à la température d’hybridation de  64°C pou

 

1/4 30,93 26,8  28,65 23,28 24,67

1/8  32,19  27,95 3 39,05 24,91 25,0

 

L’amplitude des pics étant plus grande à la dilution 1/8 nous 

avons retenu cette condition. D’autre part, la concentration de 5 mM semb t la 

plus intéressante au niveau de l’amplitude du pic de Tm et du Ct  

Nous avons donc fait des essais complémentaires avec une 

gamme de MgCl2 sur 2 témoins P. malariae (un 2ème sang parasité à cette espèce 

nous est parvenu entre temps : 749 et 754).  

 

lai
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T

6mM 

ableau 8 : Gamme de MgCl2 pour P.malariae : Ct obtenus (en nombre de 

cycles): 

 

Témoin 4mM 5mM 

749 31,48 31,1 32,25 

754 28,82 27,28 27,57 

 

La concentration où le pic de Tm est le plus net et le Ct  le plus faible est  

5mM de MgCl2. 

Vous trouverez en annexe XI un exemple de courbe de fusion de P.malaria

ou R l o a m

MgCl2, échantillon dilué au 1/8, à une tempér ure

d’hybridation de 64°C. 

e. 

 

P r la PC  P.ma ariae, n se pl ce à 5 M de 

at  

 

d. Plasmodium vivax : 
 

En partant de 58°C comme à Toulouse, nous avons commencé la mise au point 

de la PCR P. vivax.  

Nous nous somm

 

Tablea  de cycles. 

 

  3mM 4mM 

es servis de 2 témoins P.vivax le 736 et le 881. 

u 9 : Essais à 58°C pour P.vivax : Ct obtenus en nombre

2mM 

Tm 78,1 77,8 77,8 
736 

Ct 41,96 34,7 32,78 

Tm 0 77,8 0 
881 

Ct 0 42,3 0 
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Suite à ces résultats, nous avons décidé de tester des températures d’hybridation 

plus élevées : 59°C, 60°C et 62°C avec une gamme de MgCl2 à 3-4-5 mM qui n’ont 

donné aucun pic. 

Nous avons donc poursuivi avec des températures plus basses. 

 

érature et de concentration de MgCl2 pour 

P.vivax : Ct ob

  

 

Tableau 10 : Essais de temp

tenus en nombre de cycles :  

 

57°C 55°C 53°C 51°C

 3 mM 3mM 4mM 3mM 4mM 5mM 3mM 4mM 5mMmM 4mM 5mM 2

736 35,73 27,99 0 24,39 19,6 24,34 29,22 25,64 36,85 18,91 22 19,89

881 37,43 3 8 25,161,19 0 29,43 23,71 28,02 34,82 29,25 0 24,62 26,8

 

Le pic de Tm étant assez large à 57°C, nous avons tenté de descendre la 

mpérature d’hybridation à 53°C puis à 51°C. A cette température de 51°C, nous 

vions des pics étroits avec un Tm autour de 78-79°C. La concentration de 3 mM de 

MgCl2 semble

 

Vous trouverez en annexe XII un exemple de courbe de fusion de P.vivax. 

 

te

a

 le mieux convenir. 

Pour la PCR P.vivax, on se place à 3mM de MgCl2, 

échantillon dilué au 1/4 et à une température 

d’hybridation de 51°C. 
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2. Mise au point des conditions opératoires de la PCR 

multiplex : 

 
En se basant sur le travail de l’équipe de Toulouse de Fabre R., nous 

avons ensuite entamé la mise au point de la PCR multiplex. (Fabre R. et 

al., 2003 ; Berry et al., 2004)  

lasmodium (SSU1/SSU2) et les amorces spécifiques de la ß globine (qui sert de 

llu trouver les proportions de différents réactifs du Mix. (Karsai et 

l; 2002) 

 

 

 

ire si un patient est 

 ou par une autre espèce ou 

alors écarter totalement le diagnostic de paludisme. 

n de l’ADN. 

Un patient atteint par Plasmodium falciparum présentera surtout un 

ue 

Il s’agit en fait de mettre dans un même tube les amorces spécifiques de 

Plasmodium falciparum (PF1/PF2), les amorces spécifiques du genre 

P

témoin d’extraction).  

 

Il a fa

a

L’enjeu est donc de pouvoir en une réaction d

parasité par du Plasmodium falciparum

Un patient indemne de paludisme ne présentera que le pic de 

bétaglobine, témoin d’une bonne extractio

pic de Tm�78-79°C spécifique de cette espèce. 

Un patient atteint par une autre espèce présentera un pic spécifiq

de genre à Tm�81°C. 
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La mise au point repose donc sur la recherche des proportions respectives de 

chaque couple d’amorce permettant d’exprimer chaque amorce séparément. 

ectionné 4 patients : un patient présentant un 

Plasmodium falciparum à 15% (352), un patient avec une autre espèce plasmodiale 

(P.oval

ouples d’amorces à adopter entre 

SSU1/SSU2 et PF1/PF2 puis nous avons ajouté le couple d’amorces BGO7/BGO8. 

es conditions testées en premier sont celles de l’article de Berry et al (2004). 

Le rapport d’amorces PF1/PF2/ SSU1/

 

Pour ce faire, nous avons sél

e :267), un patient bi parasité (P.falci + P.ovale :002) et un patient négatif 

(témoin d’extraction). 

Nous avons d’abord cherché la proportion des c

 

L

SSU2  = 2,3  avec une concentration de 

PF1/PF2 = 0,7 �M.  

 

 

− e rapport entre les couples d’amorc

− La concentr le des amorces dans le Mix 

− La longation 

 

Dans un mmes placés dans les mêmes conditions 

que la PCR simp

Il faut donc jouer sur plusieurs paramètres : (Henegariu et al; 1997) 

L es 

ation tota

 température d’hybridation- é

 premier temps nous nous so

lex, c’est à dire 63°C et 3mM de MgCl

 

Cependant, Berry se sert d’un kit de PCR en SYBR®Green différent du nôtre 

donc les quantité s composants sont différentes des nôtres. 

(Toulouse

2.  

s respectives des différent

: LC FastStart DNA Master SYBR Green de Roche Diagnostics; Nantes: 

qPCR Core Kit for SYBR®Green 

 

Nous av  de faire un ai dans les conditions de 

l’article (prem re ligne du tableau 11) puis de nous baser sur les conditions de notre 

PCR simplex m morces 

utilisé par Berry. 

 

I – No ROX d’Eurogentec)  

ons donc décidé tout d’abord ess

iè

aintenant mise au point tout en se rapprochant du rapport d’a
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 Il est aussi important de respecter la quantité totale d’amorces au sein du Mix 

afin de préserver l’équilibre de la réaction de PCR.  

Ainsi dans le tableau 11 nous avons répertorié les différents essais réalisés en 

tenant 

e la même façon dans la PCR multiplex. 

s : 

 

R= [PF1-PF2]/[SSU1-SSU2] 

 

compte de ces divers points. 

 

Chaque essai comprend le passage des 4 patients sélectionnés. Dans le tableau 

11, nous avons présenté les résultats de façon globale puisque les échantillons se 

comportent d

 

Soit R le rapport de concentration entre les couples d’amorce

 

Tableau 11 : Essai dans les conditions de la PCR simplex : 63°C et 3 mM MgCl2 : 

 

 Pic falciparum Pic SSU 

R = 2,3 

 et 0,75 �M  
− − 

  [PF1-PF2]=

R = 1,5 
et  PF1-PF2]= 0,75 µM 

+ − 
[

R = 2 
et 0,75µM 

− + 
  [PF1-PF2]=

R = 3 
et  F1-PF2]= 0,75 �M 

+ − 
[P

R =3 
et 0,6 �M 

+ − 
  [PF1-PF2]= 

R = 4 
et  [PF1-PF2]=0,5 µM 

+ − 

R = 5 
et  [PF1-PF2]=0,5 µM 

− − 

R = 5 
et  F1-PF2]= 0,75 �M 

+ − 
[P

 

Légende : − : absence de pic ; + : présence d’un pic de Tm. 
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Ne réussissant pas à sortir les 2 couples d’amorces en même temps, nou

décidé de fa

s avons 

ire varier la température d’hybridation élongation en se rapprochant du Tm 

des amorces PF1/PF2. 

Le t ente e tem ord  

les avons réalisés.  

En effet, le Tm du couple d’am tant autou e 50°C, nous ns 

commencé par  cette ature, seul le pic de SSU sort ; rien pour le pic de 

falciparum.  

Ensuite, la démarche a été de es degrés po trouver la 

température optimale pour que les deux couples d’amorces sorte

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ableau 12 prés  nos résultats d’essais d pérature dans l’ re où nous

orces PF1/PF2 é r d avo

 cela. A tempér

jouer de quelqu ur 

nt. 
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Tablea

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

sité de 

fluorescence.  

u 12: Essais de température et de concentration de MgCl2  pour la PCR 

Multiplex : 

 

 Température Conditions opératoires Pic Falciparum Pic SSU 

 

 

 

1 mM MgCl2 − + 
1,5 mM MgCl2 − + 
2 mM MgCl2 − + 

 
2,5 mM MgCl2 − + 

50°C R=3 

 

 

3 mM MgCl2 − + 

 

R= 3 3 mM MgCl2 − + 
R= 4 3 mM MgCl2 − + 
R= 5 3 m

 
M MgCl2 − + 

 

 

 

 

A 56°C et R=5,  les pics au niveau de la courbe de fusion sont assez larges et 

étalés ce qui n’est pas satisfaisant. De plus, ils présentent une faible inten

R=3 1 mM MgCl2 − + 
R=4 1 mM MgCl2 − + 

54°C 

R=5 1 mM MgCl2 − + 
R=3 3 mM MgCl2 − + 
R=4 3 mM MgCl2 − + 
R=3 1 mM MgCl2 − − 

52°C 

R=4 1 mM MgCl2 + − 

R= 3 3 mM MgCl2 −  +
R=4 3 mM MgCl2 −  +56°C 

R=5 3 mM MgCl2 + + 
R=3 3 mM MgCl2 + + 
R=4 3 mM MgCl2 + − 

60°C 

R=5 3 mM MgCl2 + + 
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A 60°C férents essais on ne 

ressortait pas à idemment grave. Nous 

avons donc déc

A 60°C igus, et l’intensité de fluorescence est 

plus forte. 

Suite à ces résultats nous avons choisi de garder comme conditions opératoires 

60°C, R = 3 et 3 mM MgCl2.

et R=5, nous avons remarqué que lors des dif

chaque fois  le pic de P.falciparum ce qui est év

idé d’écarter cette condition opératoire. 

et R=3, les pics sont bien serrés, a

 

 

ème couple d’amorce : 

GO7/BGO8 (témoin d’extraction). 

Ω= [PF

Dans

 

 

Table

Conditions P.falciparum SSU ß globine 

 

L’étape suivante a donc consisté en l’insertion du 3

B

1/PF2] / [BGO7/BGO8]  

 l’article de Berry et al. (2004), Ω est environ de 9 

 

au 13: Mise au point de la PCR multiplex avec BGO7/BGO8 : 

 

Ω= 10 + + − 

Ω= 8 + + + 

Ω= 5 + + + 

 

 

Après des essais sur un plus grand nombre de prélèvements (23), nous avons 

remarqué qu’avec Ω= 8, on obtenait de meilleurs résultats.  

 

En effet, pour Ω= 5, le couple d’amorces BGO7/BGO8 prend trop d’importance 

au sein de la réaction de PCR et le pic de ß globine sort alors que le pic de falciparum 

ou de SSU ne sort plus (compétition entre les amorces trop importante). 
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En résumé, la PCR Multiplex se réalise à 

60°C et à 3 mM de MgCl2 pour un rapport 

d’amorces [PF1-PF2]/[SSU1-SSU2]= 3 et 

[PF1/PF2] / [BGO7/BGO8]= 8 

 

 

 

 

3. Evaluation de la technique : 

 
Pour ces tests d’évaluation, nous avons préparé un Mix global pour 

chaqu C essais de répétabilité 

et les ss

Les tests de reproductibilité n’étant pas réalisés le même jour nous avons 

aliquoté 4 Mix  à partir du Mix global (auquel nous n’avons pas ajouté l’enzyme) 

spèce. A chaque essai de 

reproductibilité, il a donc fallu décongeler le Mix et y rajouter l’enzyme 

extemporanément. 

 

s av itr nt choisi de r  e ur  PC

d’espèce pour la reproductibilité et la bilit ait d get n tens

du travail de thèse (la PCR ne e o ). , ce R e

qualitativ c l genc ce q cern omb ssai ent ê

plus souples. 

 

 

 

 

 

 

 

e P R d’espèce en quantité suffisante pour faire les 4 

 4 e ais de reproductibilité.  

que nous avons congelé, et ceci pour chaque PCR d’e

Nou ons arb aireme éaliser 4 ssais po  chaque R 

 répéta é du f u bud on ex ible 

 reste u méthod néreuse De plus tte PC st 

e don es exi es en ui con e le n re d’e s peuv tre 
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a. Répétabilité : 

 
Pour établir la répétabilité de notre PCR, nous avons passé 4 fois dans une même 

PCR 2 ou 3 tém ins selon l’espèce plasmodiale en question. 

Chaque passag i suivent. 

 

 P.falciparu U

o

e est numéroté de 1 à 4 dans les tableaux qu

m et SS :  

Pour cette étude 3 tém s  PCR : 

 

− Un témoin P.falciparum fort (312) : 12% de parasitémie  

− négatif en P.falciparum et positif 

en SSU. 
 

Tableau 14 : Répétabilité des PCR  SSU et P.falcipar

 
  S p

 
oin  ont été passés 4 fois dans une même

− Un témoin P.falciparum faible (748) : <0,01%  
Un témoin P.ovale (459) qui doit être 

um: 

SU P.falci arum 
 1 2 3 4 1 2 3 4  

C 7,  38 6,3 21 2  1,22 t 2 86 27,99 27,  2 5 ,19 0,37 20,59 2312 
 m 8  0 2, 7 9,5 T  2,0 82,0 82,  8 0 9,7 79,5 79,5 7

Ct 40,84 40,77 40,98 40,54 35,72 36,3 36,06 35,64 
748 

Tm 82,2 82,2 82,2 82,3 79,5 79,5 79,5 79,5 

Ct 23,2 23,29 23,28 23,75     
459 

Tm 81,0 80,8 80,7 80,8 abs abs abs abs 
 
NB : abs = absence de pic sur la courbe de fusion. 
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Afin de mesure  de ces échantillons autour de leur moyenne,  nous 

avons calculé leur variance, écart-type et coefficient de variation: 

 m (moyenne) = (Ct1+Ct2+Ct3+Ct4)/4 

 (Ct2-m) ²+ (Ct3-m) ²+ (Ct4-

m) ²)  

  écart-type)= S=√ S² 

 CV (coefficient de variation) = 

r la dispersion

 

 

 S² (variance)= 1/4((Ct1-m) ² +

 (

/m 

 

 

Tableau 15: Répétabil s PC U e ip o , v s, 

écart-types et coefficients de variation: 

 

rum 

ité de R SS t P.falc arum: M yennes ariance

 SSU P.falcipa

 312 748 459 312 748 

 Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm 

m 27,4 82,0 40,7 82,2 23,38 8 20,84 79,55 35,93 79,58 80,

S² 0,395 0 0,02 0,0025 0,05 0,0125 0,14 0,0075 0,07 0 5

 0,63 0 0,16 0,05 0,22 0,11 ,37 9 0 0 0,0 0,26 

CV 2,3% 0% 0,4% 0,06% 0,9% 0,1% 8% % 0% 1, 0,01 0,7% 

 

 

La répétabilité de la PCR SSU/ P.falciparum est excellente en ce qui concerne le 

Tm qui

ussi très bonne pour le Ct.  

 

 

 

 

 

 

 

 est le paramètre essentiel pour interpréter la positivité du prélèvement. 

Elle est a
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 P.ovale : 
 

Pour évaluer la répétabilité de cette PCR, nous avons travaillé sur 2 témoins

920 et 796, passés 4 fois chacun dans une même PCR. 

 le 

 

Tableau 16 : Essais de répétabilité de la PCR  P.ovale :  

 

  1 2 3 4 

Tm 84,8 84,8 84,7 84,7 
920 

Ct 33,43 33,17 33,11 31,71 

Tm 84,7 84,5 84,5 84,5 
796 

Ct 32,60 33,73 33,65 33,39 

 

 

coefficients d

 

 920 794 

Tableau 17 : Répétabilité de la PCR P.ovale: Moyennes, variances, écart-types et 

e variation 

 Ct Tm Ct Tm   

m 32, 84 33,3 84,55 9 ,75 

S² 0,45 0,0025 0,20 0,0075 

 0,67 0,05 0,45 0,09 

CV 2% 0,06% 1,4% 0,1% 

 

Le coefficient de variation est bas pour le Tm et le Ct donc la PCR  P. ovale est 

bien ré

 

pétable. 
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 P.malariae : 

 4 fois dans une même PCR. 

 P.malariae : 

 
Pour tester la répétabilité de cette PCR, nous avons travaillé sur les 2 seuls 

témoins à P.malariae que nous avions, passés chacun

 

Tableau 18 : Essais de  répétabilité de la PCR 

 

  1 2 3 4 

Tm 84,5 84,5 84,5 84,5 
749 

Ct 26,57 26,96 26,69 26,14 

Tm 84,5 84,5 84,5 84,5 
754 

Ct 29,03 28,92 29,03 32,08 

 

 

et 

 749 754 

Tableau 19: Répétabilité de la PCR P.malariae : Moyennes, variances, écart-types 

coefficients de variation : 

 

 Ct m t  T C Tm

m 26,59 5 77  84, 29, 84,5

S² 0,35  ,8  0 1 0

 0,59  ,3  0 1 0

CV 2,2%  3% 0 4, 0 

 

 
La répétabilité de la PCR P.malariae est excellente pour le Tm et bonne pour le 

Ct. 
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 P.vivax : 
 

e 708 

  1 2 3 4 

Pour tester la répétabilité de cette PCR, nous avons travaillé sur 2 témoins l

et le 794, passés chacun 4 fois dans une même PCR. 

 

Tableau 20 : Répétabilité de la PCR P.vivax : 

 

Tm 78,7 78,7 78,7 78,7 
708 

Ct 15,78 16,65 16,95 16,54 

Tm 78,5 78,7 78,8 78,8 
794 

Ct 22,96 21,4 21,47 21,18 

 

 

Tableau 21 : Répétabilité de la PCR P.vivax : Moyennes, variances, écart-types et 

 

708 

coefficients de variation : 

 794 

 Ct Tm Ct Tm 

m 16,48 78,7 21,75 78,7 

S² 0,19 0 00,5 ,015 

 0,44 0 0,7 0 ,12 

CV 2,7% 0 3,2% 0,02% 

 

 

 

La répétabilité de la PCR P.vivax  et le Ct.  est excellente pour le Tm
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b. Reproductibilité : 

 
Pour évaluer la eproductibilité de PCR, nous avons tra

témoins passés 4 fois ns des PCR érentes à d urs différe

Pour cela, nous avons préparé un Mix en é suffisa r réalis

ces essais puis nous l’avons aliquoté  pour chaque PCR. A chaque essai un aliquote a 

été décongelé puis nous avons rajouté l’enzyme Taq polymérase et l’échantillon à tester. 

 P.falciparum et SSU :

 r notre vaillé sur des 

da  diff es jo nts. 

quantit nte pou er tous 

 

 

.falciparum à <0,01% 
− 62 :P.ovale 

737 : P.falciparum à 4% 
− 46 : P.falciparum à <0,01% 

Tableau 22: Reproductibilité de la PCR  SSU et P.falciparum : 

  SSU P.falciparum  

Nous avons décidé  de tester 4 témoins : 

− 748 : P

5

− 

3

 

 

  Numéro de passage 

  1 2 3 4 1 2 3 4 

Tm 82,2 81,7 81,8 82,0 79,3 79,3 79,3 79,2 
748 

Ct 23,12 22,43 22,43 22,73 22,26 24,55 24,31 22,76 

Tm 81,5 81,0 81,2 81,3 bsen absence a ce absence absence 
562 

Ct 24,91 25,36 24,8 6,1     7 2 8 

Tm 82,0 81,5 81,7 81,8 79,3 79,3 79,2 79,0 
737 

Ct 16,2 16,83 16,91 17,54 15,43 16,86 15,46 16,56 

Tm 81,8 81,5 81,8 81,8 79,2 79,3 79,2 79,0 
346 

Ct 30,45 29,71 29,35 31,06 31,66 33,39 30,97 33,15 
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Tableau 23 : Coefficients de variation des tests de reproductibilité : 

 

 SSU P.falciparum 

 t Tm Ct  C Tm

748 1,2% 1,2% 4,2% 0,06% 

562 2    ,1% 0,22% 

737  0,22% 4% 0,15% 2,8%

346 2,2% 0,16% 3% 0,14% 

 
La reproductibilité de la PCR SSU/ P.falciparum est excellente que ce soit en ce 

qui con

 

 P.ovale

cerne le Tm ou le Ct. 

 : 

Nous avons testé 2 tém ins : le 920 et le 796. 

 

uméro de passage 

 
o

 

Tableau 24 : Reproductibilité de la PCR P.ovale : 

  N

  1 2 3 4 

Tm 85,0 85,0 85,0 85,0 
920

,67 7,32 6,49 ,82 
 

Ct 24 2 2 24

Tm ,2 ,0 ,0 8 85 85 85 84,
7

t 6 27 73 6 
96 

C 30,0 29, 29, 28,8
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Tableau 25 : Reproductibilité de la PCR P.ovale : Moyennes, variances, écart-types et 

coefficients de variation : 

 

 920 796 

 Ct Tm Ct Tm 

m 25,82 85,0 29,48 85 

S² 1,26 0 0,21 0,02 

 1,12 0 0,46 0,14 

CV 4,3% 0 1,6% 0,16% 

 

La reproductibilité de la PCR P.ovale est excellente pour le Tm et bonne pour le 

Ct. 

 

iae : P.malar  
 

 à des jours différents. 

 

e : 

 

  

Nous avons testé les 2 seuls témoins positifs à P.malariae que nous ayons en les 

passant 4 fois dans des PCR différentes et

Tableau 26 : Reproductibilité de la PCR P.malaria

Numéro de passage 

  1 2 3 4 

Tm 84 84,5 84,8   ,5 84,5
74

Ct 24,65 24,75 26,51  
9 

26,8

Tm 84 84,3 85,0   ,3 84,3
75

Ct 23,06 22,97 25,17  
4 

25,13
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Tableau 27 : Reproductibilité de la PCR P.malariae : Moyennes, variances, écart-types

et coefficients de variation

 

 : 

 

 749 754 

 Ct Tm Ct Tm 

m 25,7 84,6 24,1 84,5 

S² 0,97 0 0,0925 ,0175 1,14 

 0,98 0,13 1,07 0,3 

CV 3 0 0,36% ,8% ,15% 4,4% 

 
Les coefficients de variation des Tm sont excellents et ceux des Ct sont corrects. 

La PCR

 P.vivax :

 P.malariae est bien reproductible. 

 

 
 
Nous avons testé 2 témoins positifs à P.vivax (708 et 794) passés 4 fois dans des 

CR différentes et à des jours différents. 

 

CR P.vivax : 

 

  Numéro de passage 

P

Tableau 28 : Reproductibilité de la P

  1 2 3 4 

Tm 78,3 79,0 78,5 79,0 
708 

Ct 19,88 17,23 18,85 18,4 

Tm 78,8 78,3 78,5 78,0 
794 

Ct 23,63 21,23 22,53 21,5 
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Tableau 29 variances, écart-types et 

coefficients de variation : 

 

 

 : Reproductibilité de la PCR P.vivax : Moyennes, 

 708 794

 Ct Tm Ct Tm 

m 18,59 78,7 22,22 78,4 

S² 0,90 0,095 0,90 0,085 

 0,95 0,31 0,95 0,29 

CV 5% 0,4% 4,3% 0,4% 

 

 

Les coefficients de variation des Tm sont excellents et ceux des Ct sont corrects. 

La PCR P.vivax est bien reproductible. 
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c. Spécificité de la PCR en temps réel : 

 
A la fin de la PCR en temps réel, la taille des fragments amplifiés est vérifiée par 

une électrophorèse sur gel de polyacrylamide à 9% (acrylamide/ bisacrylamide : 

37,5%/ )1% . 

 

Figu

 

 

 

458,

 

 

 434 
267 

504 
540 
587 
                           
 

 

re 4 : Gel de polyacrylamide  9% 

nde

 

 

Lége  :  

− V : marqueur de taille V de Roche 

− 1 : P.malariae 

− 2 : P.vivax 

− 3 : P. ovale 

− 4 : P. falciparum 

− 5 : P.vivax 

             V           1      2         3         4                    5 
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Dans l’ le ments 

attendus après amplification : 

es 

 la 

aque espèce plasmodiale, visible 

de façon nette sur le gel. Notre PCR en temps réel est 

donc bien spécifique. 

artic  de Morassin et al. (2002), on retrouve la taille des frag

 

− P. ovale : 463 paires de bases 

− P.malariae : 269 paires de bases 

− P.vivax : 871 paires de bases 

− P. falciparum : 595 paires de bas

 

La spécificité de la PCR en temps réel est vérifiée par la présence d’une bande 

unique pour chaque espèce plasmodiale. 

 

 

 

A un sang positif correspond une bande unique dont

taille est spécifique à ch
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4. Application de la PCR en temps réel : 

 

Les échantillons analysés dans cette étude correspondent à du sang total prélevé 

sur EDTA issu de patients présentant une cliniq ce de pal

séjourné en zone d’endémie, pour lesquels un cherche de Plasmodium a 

été formulée par un e Nantes, voire des hôpitaux périphériques ou de 

laboratoires de Biol lle. 

Pour l’étude, nous avons sélectionné les paludismes diagnostiqués entre 2002 et 

2004 quelle que soit l’espèce plasmodiale ainsi que les examens rendus négatifs par le 

diagnostic classique m

s 

otre démarche nous comparons les résultats obtenus avec les techniques 

CR en temps réel. 

L’étude comporte 122 patients.  

 

 

tenus en PCR simplex :

ue évocatri

e demande de re

udisme, ayant 

médecin du CHU d

ogie Médicale de vi

ais pour lesquels le médecin insistait pour le diagnostic de 

paludisme du fait de la clinique. D’autre part, nous y avons inclus aussi des examen

directs négatifs avec une sérologie à un seuil  significatif évoquant un paludisme récent. 

Dans n

de diagnostic microscopique avec ceux obtenus par P

a. Résultats ob   

 
Protocole en annexe XIII 

 

Afin de ne pas surcharger le te

récapitulatifs donn nt les donn  étude. Les scordances entre la PCR 

et la microscopie seront expliquées dans la discussion. 

 

  

Le tabl u complet d l’étude se trouve en annexe XV. 

xte nous avons opté pour des tableaux 

a ées brutes de notre  di

ea es résultats de 
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Tablea ue 

microscopique 
PCR en temps réel 

u 30 : Comparaison des résultats obtenus par PCR en temps réel versus techniq

classique. 

 

 Méthode 

Paludisme positif 82 82 

Paludisme négatif 40 40 

Total 122 

 

En effet, au niveau du calcul brut des résultats on a autant de 

positifs et de négatifs en PCR qu’en microscopie. Intéressons nous donc au détail. 

La répartition des espèces plasmodiales pour les patients diagnostiqués est résumée dans 

le tableau 31. 

Tablea

ps réel 

u 31 : Répartition des espèces plasmodiales.  

 

 Diagnostic 

microscopique 
PCR tem

Mono parasitisme  76 80 

 P.falciparum 57* 59* 

 P.ovale  9 12 

 P.vivax  5 7 

 P. malariae  4 2 

 
Plasmodium non 

falci 
1 0 

Bi parasitisme   6 2 

 Falci + malariae 3 0 

 Falci + ovale 0 2 

 
Falci + complexe 

vivax/ovale 
2 0 

 Ovale + malariae 1 0 

Négatif  40 40 

Total  122 122 
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*  Ces résultats peuvent paraître choquants mais en fait la différence entre les 

deux techniques pour le P.falciparum notamment est due au fait que la PCR a infirm

des bi parasitismes (colonne de gauche) et que le mono parasitisme dép

é 

isté est alors 

ramené dans la colonne de droite. Les discordances seront expliquées en détail dans la 

Nous avons également testé des patients pour lesquels le frottis et la goutte 

épaisse sont nég

Nous avons pensé que la catégorie de sujets la plus

des diagnostics de paludism t celle des frottis négatifs avec sérologie négative       

(< 80). En tout début de crise, on peut imaginer que les anticorps ne sont pas encore 

apparus et qu’en cas de parasitémie très faible le frottis ap omme négatif. Chacun 

des 22 cas de ce type est revenu négatif en PCR. 

 

Ensuite, nous avons choisi des patients ayant un taux d’anticorps important 

(>320) et pour lesquels le diagnostic direct est négatif (11 cas). 

En urrions 

peut-être d r des positifs en PCR alors que l’examen direct était négatif. Nous 

n’avon e 

 la 

long terme. Nous avons retrouvé certains patients revenus à 

distance de l’accès mais malheureusement, il s’agissait d’infections à Plasmodium non 

falcip terme ne pouvait pas être 

sitivité résiduelle de la première crise 

’un accès de reviviscence. 

 

 es  semi quantitativ issai s pou si 

la parasitémie calculée par microscopie pouvait êtr rélée au C a PCR en s 

réel. Cette parasitém ent pour Plasmodium falciparum, nous 

n’avons travaillé que sur ce type de patients.  Nous avons donc sélectionné des sujets 

avec différentes parasitémies afin d’approcher une gamme de concentrations.  

discussion. 

atifs. (annexe XV) 

 intéressante pour rattraper 

e étai

paraît c

effet, nous avons  pensé que dans cette catégorie de patients, nous po

épiste

s eu de PCR positive pour aucun de ces patients. Aucun parasite n’est détectabl

même en PCR. (Annexe XV) 

 

Il a semblé aussi intéressant pour l’étude de suivre la cinétique de positivité de

PCR. Cependant, nous nous sommes heurtés au fait que les patients faisant un accès 

palustre ne sont pas suivis à 

arum et donc la positivité de ces PCR même à long 

interprétée. En effet, il peut s’agir soit d’une po

palustre, soit d’une nouvelle crise dans le cadre d

Des sais d’interprétation e para ent intéressant r voir 

e cor t de l temp

ie étant calculée uniquem
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En effet, p uantit aut trav ler sur des es cellulair de 

P  falci iser de es de c centrations fectuant de

dilutions de parasites. Cela pourrait fa jet d’u nouvelle th

T : Résu antitati  PCR Plasmodium falciparum : 

P icroscopique btenu par

our faire du q atif, il f ail cultur es 

lasmodium parum et réal s gamm on  en ef s 

ire l’ob ne èse. 

 

ableau 32 ltats semi qu fs de la

 

arasitémie m Ct o  PCR 

2,5% 18,94 

3% 19,65 

4% 18,81 

12% 15,58 

15% 16,62 

21% 16,12 

 

y = -19,582x + 19
 0,7575

,497
R2 =

5

10

15

20

25

0
0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00%

 
rbe d’évaluation semi quantitative de la parasitémie. Figure 5 : Cou

 

ur 

 

sur des cultures cellulaires. En effet, le coefficient de 

corrélation est satisfaisant.  

 

Il n’a pas été possible de faire beaucoup de points de gamme notamment po

les faibles parasitémies puisque les résultats rendus sont approximatifs  (<0,1%, <0,01%

suivant les biologistes). 

Cependant, ces résultats donnent de bons espoirs pour la mise au point d’une 

PCR quantitative en travaillant 
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b. Résultats obtenus en PCR multiplex : 
Protocole opératoire complet en annexe XIV.  

Tableau 33 : Résultats de la PCR multiplex : 

 

Patient Espèce/Parasitémie  SSU P.falciparum BGO 

  Ct Tm Tm Tm 

CIN 352 PF/15% 12,11 − 79,5 − 

ZEM 267 OV 31,23 81,5 − − 

MUF  002 PF/2% 23,87 − 79,8 −
CAJ 966 PF/<0,10% 30,02 − 79,5 − 

ALJ 921 PF/<0,10% 35,43 − 79,2 − 

DAP 174 PF/<0,10% 23,16 − 79,5 − 

DIA 8  63 PF/ rare 25,81 − 79,5 −
FOB 346 PF/<0,01% 32,45 − 79,5 − 

GRA 748 PF/<0,01% 23,63 − 79,5 − 

NAR 698 PF/<0,01% 27,5 − 79,5 − 

ROJ 6 − 12 PF/<0,01% 22,96 − 79,3 

SYB 380 PF/0,10% 25,13 − 79,5 − 

DAP 921* négatif 35,43 − − 88,8 

TCM 459* 28,7 81,0 − − OV 

DUN 708* VIV 27,06 81,7 − − 

AZM 450* PF/<1% 19,66 81,3 78,6 − 

BAV 448* PF/<0,05% 16,49 81,3 78,5 − 

BIA 990* PF/2,5% 16,33 81,0 78,5 − 

CAA 443* PF/<0,50% 23,85 81,1 78,5 − 

CIG 213* PF/4% 16,88 80,9 78,2 − 

CIN 449* PF/1% 26,37 81,0 78,4 − 

EMI 524* − PF/<0,01% 28,36 − 78,5 

FOD 336* PF/<0,1% 28,32 − 78,4 − 

MEG 29,39 80,9 − −  600* VIV 

Légende : PF = P.falciparum ; OV = P.ovale ; VIV= P.vivax ; BGO = ß 

globine ; SSU = Amorce spécifique de genre Plasmodium 
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*résultats issus d’une 2ème PCR  d’où les quelques variations 

des valeurs de Tm puisqu’il s’agit d’un Mix différent. 

comp  

1ère P

D’autre part, on peut voir que les espèces autres que falciparum sortent aussi 

(Pic de SSU 

PF1/P

de SS

négatif

par rapport à celle des pics de SSU ou de P.falciparum, ce pic n’apparaît alors pas sur la 

courbe de fusion.  

longs. On peut consid ditions opératoires sont satisfaisantes et qu’il ne 

reste plus qu’à faire les e

fiabilité.  

D’autre p

simplex pour vérifier la c

multiplex po

multiplex. 

 

 

 

 

On peut donc noter que le P.falciparum est détecté pour tous ces patients y 

ris dans les très faibles parasitémies (pic de falciparum à un Tm ≈ 79,5°C pour la

CR et Tm ≈ 78,5 pour la 2ème série de résultats issus de la 2ème PCR).  

à un Tm ≈ 81°C). 

La réaction prépondérante dans le tube est celle avec le couple d’amorces 

F2 ou SSU1/SSU2 ce qui explique la plus forte intensité de fluorescence des pics 

U et P.falciparum. 

Le pic de ß globine sort comme témoin d’extraction, il ne sort que pour les 

s, pour les positifs l’intensité de fluorescence du pic de  ß globine est négligeable 

 

La mise au point de cette PCR multiplex a été difficile, les réglages ont été 

érer que les con

ssais de répétabilité et reproductibilité pour confirmer sa 

art, il serait souhaitable de passer tous les patients passés en PCR 

oncordance des deux types de PCR. Après cela, la PCR 

urra être utilisée en routine en toute sérénité. 

 

En annexe XVI, vous trouverez un exemple de courbe de fusion de PCR 
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II. Discussion : 

 

outte épaisse. 

(SPILF

teuses et de réalisation simple. Leurs 

indicat

s à 

iagnostic ne soit souvent fait que sur la 

cliniqu

um 

dans le sang transfusé tient de la fatalité puisqu’une grande majorité des donneurs 

est por int une 

 sang des 

ar les 

critères recommandés par le Ministère de la Santé brésilien pour l’exclusion des 

donneurs ne sont pas appliqués uniformément dans les différents centres de 

transfu

 

e problème. 

ette perspective d’utilisation pour le screening des dons de sang est 

abordé

lume 

ent. 

A l’heure actuelle, la technique de référence pour le diagnostic du 

paludisme reste la lecture microscopique du frottis mince et de la g

 ; 1999) 

En effet, ces techniques sont peu coû

ions, leurs performances, ainsi que leurs différents avantages et 

inconvénients sont parfaitement connus et maîtrisés par les biologistes et les 

médecins. 

Pour les pays de forte endémie palustre, ces méthodes sont les seule

pouvoir être envisagées bien que le d

e. (Hänscheid et al; 2002). Cependant, ce sont précisément dans ces pays 

où la population est massivement parasitée que la PCR pourrait s’avérer utile. 

 

 En effet, selon Hang et al. (1995), la présence de Plasmodium falcipar

teuse de Plasmodium. Ainsi, cette équipe Vietnamienne a mis au po

PCR spécifique de P.vivax et P. falciparum afin de faire un screening du

donneurs puisque l’examen microscopique à si grande échelle est difficile en 

pratique et la faible parasitémie fréquente est souvent non détectable par 

microscopie. 

Ce problème au niveau des dons de sang existe aussi au Brésil c

sion du pays. 

De ce fait, Montenegro et al. (2004) ont mis au point une PCR nichée pour

remédier à c

C

e dans plusieurs article : Lee et al. ; 2002, Schindler et al. ; 2001. 

Cependant, Hänscheid et al. (2002) considèrent que la PCR n’est pas assez 

sensible pour être utilisée en screening sur les poches de sang qui ont un vo

trop important (450 mL) pour être testées efficacem
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Ces dernières années, de nombreuses études démontrent la supériorité des

techniques de biologie moléculaire comme la PCR en terme de sensibilité et 

spécificité notamment pour les bi parasitis

 

mes. (Tham et al; 1999 ; Humar et al; 

1997 ; Zakeri et al; 2002), pour les pauci infestations (Roper et al; 1996 ; Zalis et 

al; 199

 

« Gold Standard » ou référence.  

 

 

tection limite  de la microscopie est de 50 parasites par µl de 

sang en

 souvent négatif et c’est la goutte épaisse qui 

permet

t 

e Ciceron et al. 

(1999) ; 3 ou 4 parasites/µL pour la PCR nichée de Tham et al. (1999) ; 1 

parasit

6).  

 

Notre étude compare une PCR en temps réel avec la microscopie 

additionnée des techniques complémentaires que sont les tests immuno-

chromatographiques et la sérologie. La microscopie est considérée comme le

Elle confirme l’intérêt de la biologie moléculaire pour le diagnostic 

d’espèce dans les cas de faible parasitémie, de biparasistisme, de morphologie 

modifiée par le traitement et dans le cas du complexe vivax/ovale. 

Certains auteurs envisagent même de remplacer la microscopie par la PCR

dans un avenir proche (Whiley et al;  2004) 

En cas de faible parasitémie (ce qui est souvent le cas pour les espèces 

autres que Plasmodium falciparum), on est confronté aux limites de la technique

microscopique. La dé

 théorie mais la pratique a montré qu’en fait elle serait plutôt à 500 

parasites par µl (Moody A. ; 2002).  

En effet, le frottis mince est

 de poser le diagnostic de paludisme. Dans ce cas, le diagnostic d’espèce 

devient difficile du fait de l’absence des paramètres de taille et de forme de 

l’hématie qui est lysée par cette méthode et de l’aspect déformé des parasites. 

 

La sensibilité d’une PCR varie selon le type de PCR utilisée : 1,4 

parasites/µL pour la PCR ELAHA décrite par Whiley et al. (2004) ;  20 

parasites/mL pour la PCR en temps réel (technologie parasité man) de Hermsen e

al. (2001) ; 1 parasites/ 50 µL pour la PCR + hybridation d

e/µL pour la PCR multiplex ligase de Mc Namara et al. (2004). 
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 La différence importante en terme de seuil de sensibilité de la PCR avec l

goutte épaisse et la possibilité

a 

 d’établir un diagnostic d’espèce plaident en faveur 

de la PCR.  

 

Mocke

 

Cette sensibilité plus grande de la PCR permet la recherche de Plasmodium

falciparum notamment dans le placenta et sang de cordon chez la femme et son 

enfant à la naissance en zone d’endémie palustre (Kamwendo et al; 2002 ; 

nhaupt at al; 2002 ;  Mayengue et al; 2004) 

 

Il résulte de notre étude que sur les 122 patients sélectionnés, notre PCR 

en temps réel est en désaccord avec la microscopie dans 12 cas (10%). Nous allo

détailler ces discordances au cas 

ns 

par cas. 

 

Pour un patient diagnostiqué à P.falciparum, le prélèvement de contrôle à 

J9 a été rendu négatif alors que la PCR détecte encore du P.falciparum. Cec

dû à la plus grande sensibilité de la PCR par rapport au frottis. Selon Ciceron et 

al. (1999), la clairance du parasite après traitement en microscopie est de 72 

heures environs. Cela explique la disparition du Plasmodium du fr

i est 

ottis à J9. 

 

Pour 2 patients répondus par microscopie comme des bi parasitismes 

P.falciparum/P.malariae, la PCR a trouvé un P.falciparum seul.  Or, pour un de

ces deux pat

 

ients, le prélèvement à J2 a été rendu P.malariae seul. Cette 

confusion pourrait s’expliquer par le fait que des formes plus âgées (schizontes, 

trophozoïtes âgés) de P.falciparum peuvent présenter une pigmentation dorée au 

centre du cytoplasme du parasite comme pour le P.malariae. De plus, ces formes 

sont ra

 

ouvons citer le contrôle qualité national de juillet 

2004 qui était un Plasmodium falciparum d’un paludisme viscéral et dont la 

reconn . 

rement retrouvées dans le sang circulant ; il pourrait donc s’agir ici d’un 

paludisme viscéral.  

Cependant, ce ne sont que des spéculations puisque les lames de frottis 

sanguin de ces patients n’ont pas été gardées, ce qui ne permet pas de savoir quels

critères ont pu prêter à confusion. 

Comme exemple nous p

aissance a été de 70% dont un assez grand nombre avec un bi parasitisme
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D’ailleurs, nous avons eu récemment un cas où des trophozoïtes âgés à

cytoplasme plus large et une absence de trophozoïtes en bague à chaton a posé un

doute sur un éventuel paludisme à P.falciparum v

 

 

iscéral. La PCR a confirmé ce 

point de vue. Le résultat a pu être rendu en toute sérénité. 

 

Pour un patient, il y a eu confusion en microscopie entre un P.malariae e

un P.ovale

t 

 en PCR. Ceci a déjà été décrit dans l’article de Humar et al. (1

 

Pour un autre, le bi parasitisme 

997). 

P.ovale/ P.malariae a été réfuté pour un 

mono parasitisme à P. ovale. 

 

Une autre infection mixte P.falciparum/P. malariae a pu être corrigée en 

P.ovale seul par PCR. La réponse a été rendue sur la présence de trophozoïtes de 

P. falc ble 

délicate.  

ne espèce qui pose problème au niveau 

du diagnostic microscopique. D’ailleurs, Kawamoto et al. (2002) décrivent deux 

cas de ue 

t 

iparum et de trophozoïtes et gamétocytes de P.malariae.  Il est proba

qu’il s’agisse d’un cas de faible parasitémie ayant rendue l’identification 

Le Plasmodium malariae est donc u

P.malariae dont les trophozoïtes jeunes ont plus la forme d’un P.vivax q

d’un P.malariae typique. Par PCR, ces parasites se sont avérés être des variants 

morphologiques de P.malariae. 

La PCR a aussi permis de trancher entre P.vivax et P.ovale chez un patien

pour lequel on avait répondu  complexe vivax/ovale. La difficulté pour ce patient 

tenait au fait qu’il s’agissait d’une infection mixte P.falciparum/complexe 

vivax/ovale donc que le parasitémie était faible. En microscopie, le P.falciparum a 

été répondu sans problème mais le faible nombre de formes non falciparum a gêné 

l’identification de la deuxième espèce qui était donc du P. ovale.  

 

Un autre patient diagnostiqué à complexe vivax/ovale + P. falciparum a 

été repris en PCR qui a donné P.vivax seul. La pauvreté du frottis a dû gêner le 

diagnostic. 
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Depuis toujours, il existe une difficulté pour différencier la morphologie 

P.vivax et P.ovale ce qui a souvent été résolu par le terme de complexe 

vivax/ovale quand les caractéristiques 

de 

morphologiques du parasite ne permettent 

pas de s le classer dans l’une ou l’autre de ces deux espèces. En effet, il est parfoi

difficile de différencier ces deux espèces quand il n’y a que des trophozoïtes 

jeunes. (Morassin et al, 2002) 

 

Un patient a pu être dépisté comme impaludé à P. vivax grâce à 

alors que la microscopie du fait de la très faible parasitémie n’avait pas pu 

répondre l’espèce plasmodiale en cause (Plasmodium sp.

la PCR 

). En effet, pour ce 

patient, le diagnostic a été fait grâce à la goutte épaisse qui laissait apparaître de 

rares h atozoaires difficilement identifiables. 

rasitisme 

ém

 

La PCR en temps réel a permis de trouver un bi pa

P.falciparum/P.ovale, chez un patient étiqueté comme parasité à P.falciparum 

seul. L

miner  

stic 

e notamment 

P.falciparum/P.vivax méconnus par la microscopie (Brown et al; 1992 ; 

Tirasophon et al; 1994 ; Kho et al; 2003) 

es infections mixtes peuvent passer inaperçues du fait de la faible 

parasitémie et de la difficulté de faire la différence entre les deux espèces. 

(Morassin et al.; 2002). 

Kimura et al. (1995) met en avant les interactions des parasites entre eux 

dans les cas de bi parasitisme. Il note qu’une des espèces a tendance à do

voire à supprimer l’autre espèce ce qui explique la difficulté de faire un diagno

microscopique de bi parasitisme. 

Certaines études relatent le diagnostic de bi parasitism

 

Il a été pratiqué un test immuno-chromatographique (ICT Malaria test) 

pour un patient chez qui on n’a pas trouvé de parasite sur le frottis/goutte épaisse 

cet ICT donnait une bande pour P.falciparum

; 

. La PCR est cependant négative 

ce qui correspond donc soit à un faux  positif, phénomène décrit par Tham et al. 

(1999)  

 

 soit à une ancienne infection pour laquelle l’ICT serait encore positif. Ceci

signifierait alors que l’ICT reste positif plus longtemps que la PCR mais aucun 

article dans la littérature à notre connaissance ne fait état de cette hypothèse. 
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En effet, la sérologie pour ce patient est à un titre de 320 ce qui indique u

contact avec P.falciparum.  

n 

alors que 

la PCR

cordance entre la durée de 

positiv  la PCR et celle de l’ICT. 

ours 

s 

 

A l’époque du prélèvement, la positivité de l’ICT et le taux d‘anticorps à 

320 avait incité à relire le frottis et la goutte épaisse. Une deuxième réponse avait 

alors été envoyée avec la présence de rares trophozoïtes de P.falciparum 

 s’est avérée négative par la suite. Il s’agit donc probablement d’artéfacts 

pris pour des trophozoïtes. 

 Cependant, l’ICT n’étant pas fait systématiquement du fait de son coût 

(8,70€ / ICT), nous n’avons pas pu faire de con

ité de

 De plus, nous n’avons que rarement des prélèvements à plus de 9 j

après le diagnostic de paludisme ce qui empêché une éventuelle étude sur ce

durées de positivité de la PCR et de l’ICT en parallèle.  

Un autre cas de discordance avec l’ICT nous est apparu ; un patient chez

qui la microscopie a diagnostiqué un P.ovale présente un ICT positif à 

P.falciparum. La PCR est positive unique

 

ment à P.ovale, aucune trace de 

P.falciparum. Cet échantillon de sang total a été envoyé chez Fumouze afin 

d’étudi

ette PCR permet aussi d’exclure un diagnostic de paludisme pour les cas 

où le m decin continue à prescrire pendant plusieurs jours une recherche de 

paludis

 

ur rechercher une autre pathologie (Fabre et al; 2004). Nous 

avons eu ainsi dans les 3 derniers mois, 3 cas de ce genre dont un de l’hôpital de 

Saint N

 

er ce problème. Nous attendons les résultats de leur expertise. 

 

Nous n’avons par contre pas eu de faux négatifs en ICT contrairement à ce 

que d’autres études ont pu montrer (Pieroni et al; 1998). 

 

C

é

me alors que les frottis/ goutte épaisse/ ICT reviennent négatifs à chaque 

fois.  En effet, quand un médecin persiste dans sa conviction de paludisme, la PCR

permet de lever définitivement le doute et le médecin peut continuer ses 

investigations po

azaire où la PCR a permis d’exclure un paludisme.  
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Ainsi, on a remarqué un net changement de mentalité au sein du 

laboratoire en ce qui concerne la PCR. La méfiance vis à vis de cette technique a 

fait place à un sentiment de fiabilité de la PCR, elle rassure quand on a un doute 

sur l’es

 

 de cette 

thèse é

st 

le de donner un diagnostic d’espèce de certitude. 

asitémie très basse. La parasitémie exacte n’est pas 

essenti

églage afin de faire de cette PCR en temps réel une 

techniq  

 

tre inconvénient de cette technique est qu’elle ne permet pas de 

différe

présence 

t 

disme. (Saïssy ; 2001) 

pèce, quand on veut réfuter un paludisme. 

 

Notre PCR est semi quantitative pour P.falciparum et qualitative pour les

autres espèces. Pour faire du quantitatif, il faut entretenir des cultures cellulaires 

de Plasmodium or ce n’était pas prévu pour cette thèse. De plus, le but

tait la mise en point d’une PCR, technique complémentaire permettant le 

diagnostic différentiel des 4 espèces plasmodiales.  

 

La PCR en temps réel n’est utilisée qu’en deuxième ligne au laboratoire, 

c’est à dire après lecture du frottis sanguin et de la goutte épaisse. L’essentiel e

donc qu’elle soit capab

 Une PCR positive associée à un frottis et une goutte épaisse négatifs ne 

permettant pas la mise en évidence du parasite après une lecture attentive de 20 

minutes  a forcément une par

elle pour la prise en charge du patient.  

 

Cependant, le r

ue quantitative peut faire l’objet  d’une autre thèse. Les essais semi

quantitatifs sont très encourageants et présagent de la possibilité d’en faire une 

PCR quantitative sans modifier les conditions opératoires. Il suffit de faire des

cultures cellulaires de Plasmodium et d’en faire des dilutions et de déterminer la 

corrélation entre le Ct et la parasitémie.  

 

Un au

ncier les stades parasitaires puisqu’elle ne détecte que l’ADN plasmodial 

sans distinction. Cela peut être ennuyeux pour le P.falciparum puisque la 

de gamétocytes dans le sang signe le fait qu’en grand nombre de cycles a eu lieu e

peut signer l’évolution vers un neuro-palu
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Jarra et al. (1998) affirment que seuls les parasites viables sont détectés

par PCR puisque l’ADN du Plasmodium est éliminé rapidement de la circula

sanguine ; on ne détecte plus d’ADN 48 heures après l’injection de parasites t

chez la souris.  

 

 

tion 

ués 

e façon plus globale, la PCR paludisme présente un apport notoire sur 

plusieu

ée sur 

ar exemple, Bragonier et al. (2002) a mis en évidence les 6 premiers cas 

de Plas

ax acquis en Afrique de 

l’Oues

données remettent potentiellement en cause le mode de transmission 

de P.vivax puisque dans les pays d’Ouest Afrique la population noire ne possède 

pas le r

’endémie 

(Scopel et al; 2004).  

’autre part, le diagnostic correct de l’espèce P.vivax est très important 

depuis l’émergence d’une chloroquino-résistance chez ce parasite (Collignon et al; 

1991, Ruebush et al; 2003). 

’ailleurs, certains études épidémiologiques chez le vecteur, l’anophèle, 

pour re 004 ; 

t 

pouvait être transmis à l’homme, spécialement aux populations travaillant au 

contact me 

cte pas 

ce parasite. 

D

rs points. 

En effet, la rectification des diagnostics microscopiques des différentes 

espèces peut  changer la répartition géographique des espèces jusque là bas

la morphologie microscopique. 

P

modium malariae sur l’île Timor. 

 Gautret et al. (2001) rapportent un cas de P. viv

t ou Centre Afrique, zone qui en est normalement dépourvue. Rubio et al. 

(1999) ont aussi répertorié des cas de P.vivax en Guinée Equatoriale.  

Ces 

écepteur Duffy. (Rubio et al; 1999) 

L’identification correcte des espèces plasmodiales est fondamentale pour 

développer des stratégies de contrôle du paludisme dans les zones d

D

D

chercher P.falciparum utilisent des techniques de PCR (Bell et al; 2

Moreno et al; 2004).  

Récemment, Singh et al. (2004) ont mis en évidence le fait que le 

Plasmodium knowlesi, parasite du singe Macaca fascicularis d’Asie du Sud Es

 de la jungle. Cela se manifeste par un paludisme non mortel pour l’hom

mais ce parasite devient un diagnostic différentiel de P.falciparum et P.malariae. 

La plupart des PCR mises au point pour le diagnostic du paludisme ne déte
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Selon Ciceron et al. (1999), la meilleure sensibilité de la PCR permet

suivi de la réponse aux traitements anti-malariques. L’OMS a défini une 

classification des résistances (4 grades : S, RI, RII, RIII)

 le 

 basée sur l’évolution de 

la parasitémie détectée par microscopie. 

traitem t pas capable de distinguer les stades 

parasit

’autres auteurs (Hermsen et al; 2004) utilisent la PCR pour des essais 

chez l’homme de vaccins pré-érythrocytiques (utilisables chez voyageur venant 

d’une z

). 

ordants avec ceux de la PCR simplex.  

 ne reste donc plus que les tests de répétabilité et reproductibilité à faire et 

le passage d’un plus grand nombre d’échantillons pour valider totalement la 

technique. 

n résumé, les PCR simplex SSU, P.falciparum, P.vivax, P. malariae, P. 

ovale e

 D’après cette équipe, la PCR pourrait modifier ces critères ce qui 

permettrait d’espérer une prise en charge plus rapide d’un échec au traitement. Il y  

aurait échec du traitement en cas de persistance de la positivité de la PCR après 5 

à 8 jours de traitement (Kain et al; 1994). Cela semble très discutable puisque 

seule la persistance de trophozoïtes dans le sang circulant signe un échec au 

ent or pour l’instant la PCR n’es

aires. On peut donc imaginer qu’une PCR positive peut s’expliquer aussi 

par la présence de gamétocytes qui ne signent pas un échec au traitement. 

 

D

one non endémique) et les vaccins des stades asexués du parasites 

(utilisable plutôt chez l’enfant en zone d’endémie pour contrôler la parasitémie

 

En ce qui concerne la PCR multiplex, les résultats pour les 23 patients 

testés sont conc

Il

 

E

t ß globine sont opérationnelles, utilisables au laboratoire de Parasitologie. 

La PCR multiplex fonctionne et pourra bientôt tourner en routine. 
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Cependant, cette technique est beaucoup plus chère que les autres 

techniques, il convient donc de l’utiliser avec parcimonie et de définir des critères 

stricts d’utilisation afin d’éviter une dérive du nombre de demandes de la part des 

clinicie

95,14 € et permet selon le fournisseur 500 tests. 

L’ICT ts. Le 

 

es lames ce qui est évidemment négligeable à côté des autres 

techniques. Ainsi, actuellement, la PCR ne peut remplacer la microscopie. Par 

contre,

s 

 La sérologie est utilisée dans le diagnostic rétrospectif 

d’une crise palustre quand la microscopie s’est révélée négative. La PCR, si elle 

est réalisée au moment de la crise, sera positive même si la parasitémie est faible. 

 

Le délai de 2-3 heures pour un résultat rend la PCR inadaptée à l’urgence. 

De plus, il faut être formé à la biologie moléculaire ce qui rend impossible son 

utilisation en garde. 

 

 

 Le dernier point est que l’on ne peut pas techniquer les prélèvements au 

rythme de leur arrivée au laboratoire car pour des raisons pratiques, il est plus 

intéressant de regrouper les tubes de sang à extraire, à moins d’avoir une 

technicienne à plein temps pour la biologie moléculaire ce qui n’est pas le cas 

pour l’instant.  

 

 

 

 

 

ns qui risquent de trouver confortable ce diagnostic d’exclusion strict. 

 

Le kit de PCR coûte 4

Now malaria Pf/Pv ® a un prix de 217,24€ pour une boîte de 25 tes

frottis sanguin et la goutte épaisse ne reviennent qu’au prix des réactifs de

coloration et d

 on peut réfléchir à l’intérêt des autres examens. 

 

Au niveau du laboratoire, la place de la sérologie paludisme peut 

éventuellement être remise en cause puisque la PCR est plus sensible que le frotti

sanguin et la goutte épaisse.
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La PCR sera donc un outil de 2ème intention pour les paludismes difficiles. 

En effet, l’expérience que nous avons au laboratoire de cette PCR montre qu’elle 

est devenue sécurisante pour les cas de diagnostic de paludisme délicats et qu’elle 

a pris une place à part entière dans le diagnostic. Ainsi, nous pouvons proposer un  

arbre décisionnel afin de trouver sa place au sein de la démarche diagnostique 

(cet arbre se trouve en annexe XVII). 

 

Le rythme de son utilisation reste à définir mais il semble intéressant de 

l’utiliser pour le diagnostic d’espèce quand la morphologie ne le permet pas, 

quand on suspecte un bi parasitisme, chez les patients pour qui le diagnostic 

microscopique est négatif malgré des arguments cliniques et épidémiologiques en 

faveur.  

Nos résultats ont montré son intérêt notamment pour différencier P. vivax 

et P. ovale, pour ae ou l’infirmer en faveur 

d’un P.falciparu

La continuité elle mise au point de sa 

caractéristique quan  cultures cellulaires de 

Plasmodium. 

 

La biologie moléculaire va probablement avoir un rôle croissant dans les 

laboratoires de parasitologie si l’on en croit son évolution dans les autres secteurs 

de la microbiologie, il est donc intéressant de développer des techniques de PCR 

au sein du service afin de préparer le personnel à son utilisation et d’apprendre à 

en interpréter les résultats.  

 confirmer un diagnostic de P.malari

m viscéral.  

 de cette thèse serait l’éventu

titative par développement de
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Annexe I : 

                           
 
                                                   Figure 1 : Plasmodium falciparum (d’après G.Villain) 

 
 

  
 
Figure 2 : Plasmodium vivax (d’après G.Villain). 
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Annexe II : 
 

                     
                      
 

d’après G.Villain). 

                       

                      Figure 1: Plasmodium malariae (
 
 

 
 

          Figure 2: Plasmodium ovale (d’après G.Villain). 
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Annexe III: 
 

 
Figure 1 : Zones de chimiorésistance du continent africain. 

 
Figure 2 : Zones de chimiorésistance du continent américain. 
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Annexe IV : 

 
Figure 1 : Zones de chimiorésistance du continent asiatique. 

 
Figure 2 : Zones de chimiorésistance de l’Océanie. 
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Annexe V : Mode opératoire de l’extraction 
d’ADN 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

200 µL de 
sang total 

+ 200µL tampon « binding buffer » +
40µL protéinase K. Mélanger. 

 
 

Incubation 10 min 72°C 

+ 100µL isopropanol 
Déposer sur microcolonne + centrifuger 

2 min, 6500g, 12°C
 
 
 

Mettre la colonne sur nouveau tube 
collecteur + éliminer proprement le liquide  

+ 
 

500 µL tampon de lavage + centrifuger 
6500g, 2 min, 12°C 

Répéter ce lavage une fois 

Centrifuger sans sortir le 
tube à 14000g, 2 min, 4°C 

 
 

Placer colonne sur tube 1,5 mL
 + 200 µL tampon d’extraction 

 Centrifuger  8000g, 2 min, 4°C 
Garder l’éluat aliquoté et congelé à – 20°C 

 

 130



Annexe VI : principe de fonctionnement du 
SYBR®Green : 

(PCR quantitative, http://www.ifr56.univ-montp2.fr/LightCycler.htm) 
 

 

 

 
Figure 1 : Au début de l’amplification, le mélange réactionnel contient de l’ADN dénaturé, les 
amorces et le fluorophore non lié. 
 

 
 
Figure 2 : Après le couplage des amorces, le fluorophore se lie au double brin. La liaison à 

ADN se traduit par une augmentation de la fluorescence. l’
 

 
 
Figure 3 : P nombre de molécules de fluorophore lié à l’ADN 
s étis  duit par une augmentation de la fluorescence. La 
f esc nc  de l’étape d’élongation de chaque cycle. 
 
 

endant l’étape d’élongation, le 
ynth é augmente ce qui se tra
luor e e est mesurée à la fin
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Annexe VII : Description et fonctionnement du 
Rotor-Gene : 
 

Le Rotor-Gene de Corbett Research est constitué de deux éléments principaux. 
(http://www.corbettresearch.com). 
 

 Le thermocycleur à air pulsé : 
 
Il existe deux modèles qui comportent 36 ou 72 puits de réaction ; 
L’air ambiant est insufflé dans une enceinte hermétique, chauffée au moyen d’une 

résistance électrique, puis homogénéisé par la force centrifuge. 
 
En effet, pendant son fonctionnement, le rotor tourne aux alentours de 500 rotations 

par minute pour les montées en température et 1000 tours par minute pour les descentes. La 
combinaison de l’air pulsé et des mouvements du rotor maintient une uniformité de 
température supérieure à celle obtenue avec les autres thermocycleurs (+/- 0,01°C entre les 
puits. 

 
De ce fait, il n’y a quasiment aucune variation de température d’un échantillon à 

l’autre ce qui est un facteur déterminant dans la précision et la reproductibilité de la PCR. 
Ainsi les variations du rendement d’amplification itinérantes à une absence 

d’uniformité de la température sont éliminées. Ceci explique que le Rotor Gene ne nécessite 
as de marqueur de référence passif (ROX). 

Avec les autres appareils, ces marqueurs passifs de type ROX sont incorporés dans 
haque tube de réaction. Ils permettent de normaliser les variations de fluorescence, qu’ils 

e  qu ure
d reg tr u de la caméra.

 
Le module de détection :

p

c
subissent en mêm temps e le rapporteur, dues aux variations de températ  ou 

’en is ement au nivea  

  
 

Cet automate présente 4 sources lumineuses ce qui permet de réaliser des PCR 
m iple  a  flu es différents. 

 
t la cellule de détection, le m lieu réacti

une source d e électronique. Elle produit un f ineux 
inte e nsible. 

L  sce e est collecté  par photomultiplicateur (la longueur d’onde 
d’émission est sélectionnée grâce à la présence de canaux munis d’un filtre de détection). Il 

étecte les signaux émis avec une très grande sensibilité et un faible bruit de fond. Les 
données sont ensuite envoyées à l’ordinateur et analysées par un logiciel approprié. Il calcule 
insi la moyenne des rayonnements émis de chaque échantillon en fonction du nombre de 

cles. Les données s’affichent alors en temps réel sur l’écran. 

 

ult x vec 4 orochrom

A chaque passage devan i onnel est excité par 
’énergi

 la renda
e lumineuse : une lam
nt très se

p aisceau lum
très ns

 
a fluore nce émis e

d

a
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Annexe VIII : Courbe de fusion SSU/ 
P.falciparum : 

Melt data for Melt A.FAM/Sybr 

 

 
 
 
 
 
 
No. Colour Name Type Peaks 

1  T - Falci NTC  

2  T+ 352 Sample 72,0, 79,2

3  T + 796 Sample  

4  957 Sample 70,0, 79,3

9  409 Sample 79,0 

13  T - SSU NTC  

14  T+ 352 Sample 82,0 

15  T + 796 Sample 81,3 

16  957 Sample 82,0 

21  409 Sample 82,0 
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Annexe IX: courbe de fluorescence de SSU/ 
P.falciparum: 

Quantitation data for Cycling A.FAM/Sybr 
 

 

 
 
 
 
No. Colour Name Type Given Conc. () Calculated Conc. () % Variation Ct Ct Std. Dev.

 1  T - Falci  NTC        

2   T+ 352  Sample     18,25   

3   T + 796  Sample     38,68   

4   957  Sample     32,58   

9   409  Sample     21,58   

13   T - SSU  NTC     36,44   

 14  T+ 352  Sample     17,55   

15   T + 796  Sample     24,52   

 16  957  Sample     31,39   

21   409  Sample     18,38   
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Annexe X: courbe de fusion de P.ovale: 
 

Melt data for Melt A.FAM/Sybr 

 
 
 
 
 
 
No. Colour Name Type Peaks 

1  T - Ovale NTC 69,3, 76,3 

2  T + 920 Sample 72,5, 85,0 

3  T + 796 Sample 71,5, 75,5, 84,8 

4  159600 Sample 74,5, 78,5, 83,5 

5  187742 Sample 71,0, 77,5, 83,0 

6  192662 Sample 70,5, 76,0, 86,3 

7  206180 Sample 69,0, 74,0, 79,0, 85,0

8  203828 Sample 71,0, 78,0, 86,2 

9  203863 Sample 71,5, 78,5, 83,5 

10  200411 Sample  
 

 

 135



Annexe XI: courbe de fusion de P.malariae: 
 

Melt da fota r Melt A.FAM/Sybr 

 
 
 
 
 
No. Colour Name Type Peaks 
13  T- 5 mM NTC  

14  749 T+ 1/8 Sample 82,8 

15  868 1/8 Sample  

16  754 1/8 Sample 72,5, 82,7
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Annexe XII : Courbe de fusion de P.vivax : 

elt data for Melt A.FAM/Sybr 

 

M
 
 

 
 
 
 
 
 
No. Colour Name Type Peaks 

1  T- 3 mM 1/4 NTC 69,0 

2  736 1/4 Sample 68,3, 77,5 

3 794 1/4 Sample 68,3, 77,3  
4  881 1/4 Sample 68,5, 73,3, 77,2

5 520 1/4 Sample 68,5, 77,2  
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Annexe XIII: Pro e opérat re de latocol oi  PCR 

simplex en temps  pour le d gnostic réel ia  des 

espèces plasmodiales : 

 
1. Objet : 

 
Extraction et amplification de l’ADN plasmodial à partir du sang total ainsi que suivi 

e

2

n temps réel de la réaction. 

 

. Domaine d’application : 

 
Concerne l’ensemble des techniciens de laboratoire et internes formés à la biologie 

moléculaire. 

 

3 P. rélèvements concernés : 

 
Sang total prélevé

nécessaire à l’extraction. 

 

4. Ex

 sur EDTA et congelé à –20°C. Un minimum de 200 µl est 

traction : 

 
Le sang total est décongelé à température ambiante. Un aliquot de 200µl  est utilisé 

our l’extraction selon le protocole en annexe V. 

 

 

p
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5. Témoins : 

 
Deux c t aque série de PCR. 

de la réaction où l’échantillon est remplacé par 

ui est en fait un sang de patient diagnostiqué à 

sique. 

 

on rôles sont introduits dans ch

• Témoin négatif 

de l’eau distillée stérile. 

• Témoin positif q

une espèce par la méthode clas

6. Préparation du Mix : 

 
 Le Mix a un volume total de 20 µl avec une prise d’essai de 5 µl pour le témoin ou  

antillon à analyser.  

Pour un tube réactionnel 

l’éch

 

 

 

 Concentration initiale Volume en µl  Concentration finale

Tampon 10 X 10X 2 1X 

MgCl2 50 mM 1,2 3 mM 

dNTP 5 mM  0,8 200 µM 

Amorce SSU1/SSU2 

ou PF1/PF2 

ou PLF/OVR 

ou PV1/PV2 

ou BGO7/BGO8 

5 µM 3.28 820 nM 

Hot GoldStar enzyme 5 U/ µl  0,1 0,025 U/µl 

Eau distillée stérile  7,02  

SYBR®Green I 1/2000 0,6 1/66000 

Échantillon*  5**  

Volume final en µl 20 

 

au 1/8 pour PLF/OVR 

*échantillon dilué au ¼ pour SSU1/SSU2, PF1/PF2, PV1/PV2 et BGO7/BGO8 
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** On met donc 5µL d’échantillon dilué au ¼ ou 2,5µL d’échantillon dilué au ¼  

 au 1/8) 

 

 

 

+ 2,5µL d’eau stérile (= dilution

Pour un tube réactionnel 

 Concentration initiale Volume en µl  Concentration finale

Tampon 10 X 10X 2 1X 

Mg 2 5 mM Cl2 50 mM 

dNTP 5 mM  0,8 200 µM 

Amorc  e PLF/MAR 5 µM 3,28 820 nM

Hot GoldStar enzyme 5 U/ µl  0,1 0,025 U/µl 

Eau distillée stérile  6,22  

SY 1/2000 0,6 1/66000 BR®Green I 

Échantillon au 1/8  5  

Volume final en µl 20 

 

 

 

7. rotocole d’amplification :P  

 

Le programme d‘amplification est préenregistré sur le Rotor Gene. Il se déroule en 2 

étapes : 

- 1er cycle de température : L’ADN est dénaturé  à 95°C pendant 10 

minutes. Cette étape permet d’activer l’enzyme par chauffage. 

 

 

 

- 2ème cycle de température : (répété 40 fois) 

 

- dénaturation à 94°C pendant 15 secondes 

t élongation à 63°C pendant 60 secondes pour 

PF1/PF2, SSU1/SSU2 et PLF/OVR 

- hybridation e
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- ou hybridation à 64°C pendant 15 secondes puis élongation à 72°C 

 ou hybridation à 51°C pendant 15 secondes puis élongation à 72°C 

V2                                                                 

8. Résultats :

pendant 20 secondes pour PLF/MAR 

-

pendant 35 secondes pour PV1/P

 

 

L’étude de la courbe de fusion (ou melting curve) permet l iagnostic d’espè

Ainsi, un 

 
e d ce. 

résultat est positif pour un lasmodiale donnée quand il y a un pic au 

niveau de la courbe de fusion à la tem usion spécifique du couple d’am

l’espèce  étu

≈

: Tm

m

m

/P 2: Tm ≈ 77-78°C 

 

L e référence pour la valeur du Tm de l’espèce. 

U

e espèce p

pérature de f orces de 

diée. Soit : 

- PF1/PF2 : Tm 

- SSU1/SSU2

 78-79°C 

 ≈ 81°C  

- PLF/OVR: T  ≈ 84-85°C 

- PLF/MAR: T  ≈ 82-83°C 

- PV1 V

e témoin positif sert d

n résultat est négatif si aucun pic ne se dégage à la temp ure du Tm sur la courbe de 

sion. 

 

 

 

 

 

 

 

érat

fu
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Annexe XIV: Protocole opératoire de la PCR 

multiplex en temps réel: 

 
1. Objet : 

 
i que suivi 

ine d’application :

Extraction et amplification de l’ADN plasmodial à partir du sang total ains

en temps réel de la réaction. 

 

2. Doma  

 
Concer  l  laboratoire et internes formés à la biologie 

moléculaire. 

 

ne ’ensemble des techniciens de

3. Prélèvements concernés : 

 
Sang total prélevé sur EDTA et congelé à –20°C. Un minimum de 200 µl est 

nécessaire à l’extraction. 

 

4. Extraction : 

 
 sa t g e r  a ante. U liquot de µl  es isé 

. 

Le ng total es décon elé à t mpé ature mbi n a 200 t util

pour l’extraction selon le protocole en annexe V
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5. Témo :ins  

eux c s son introd its dans chaque série de PCR. 

émoin égati

 
D ontrôle t u

• T  n f de la act  où échan t remplacé par de l’eau 

e sté e. 

émoin positif

 ré ion  l’ tillon es

distillé ril

• T  qui es n f  un ng de p t diagnos ué à un espèce 

 méth e cla que

ré   M  :

t e ait  sa atien tiq e 

par la od ssi . 

 

6. P paration du ix  

e Mix  volum  tota  20 l av  un

lon à analyser.  

outes orce ont m es d s le êm ix. 

 
 L  a un e l de  µ ec e prise d’essai de 5 µl pour le témoin ou  

l’échantil

T les am s s is an  m e M

 

 

Pour un tube réactionnel  

C ncen atio init le Volume en µl  Concentration finaleo tr n ia

Tampon 1 X 1X 0 X 

 

10 2 

MgCl2  mM 1 3 mM 50  ,2  

dNTP mM 0 200 µM  5   ,8 

Amorce PF  µM 3 750 nM 1/PF2 5  

Amorce SSU 2 µM 1 250 nM 1/SSU 5  

Amorce BGO 8 µM 0,38 95 nM7/BGO 1   

Hot GoldStar me U/ µ  0 0,025 U/µl  enzy 5 l ,1 

Eau distil   lée stérile 5,92 

SYBR®Gr  200 0 1/66000 een I 1/ 0 ,6 

Échantillon   5   au 1/4

Volume fin l 20 al en µ
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7. Proto  d’a pli at n :cole m fic io  

 

Le programm plification est préenregistré sur le Rotor Gene. Il se déroule en 2 e d‘am

étapes : 

- 1er cyc de te ératurele mp  : L’ADN est dénaturé  à 95°C

minutes. Cette étape perm zyme par chauffage. 

 pendant 10 

et d’activer l’en

 

- 2ème cycle de température : (répété 40 fois)

- natu 4° 15 secondes 

- brid on à 0°C end t 20 s   
- onga n à °C pendant 40 se acqui  à cett

mpérature) 
 

ésu  :

 

 

 dé ration à 9 C pendant 

 hy ati  6  p an econdes

 él tio 72 condes ( sition e 

te

8. R ltats  

n (o elt  cu e) p met le diagnostic d’espèce. 

sit pour e es ce née quand il y a un pic au niveau 

be de fusion à la température de fusion spécifique du ouple d’a ces de 

oit :

- PF1/PF2 : Tm 

U1/S 2: Tm ≈ 81°C  

O7/ O8 : m ≈ 88°C

 

 posi  r rence pour la va  du Tm de l’espèce. 

ß obi  sor ur la cou e de fusion.  

Si aucun pic ne se dégage de la courbe de fusion, c’est que l’extraction n’a pas marché et qu’il 

 

 
L’étude de la courbe de fusio u m ing rv er

Ainsi, un résultat est po if  un pè plasmodiale don

de la cour  c mor l’espèce  

étudiée. S  

≈ 78-79°C 

- SS SU

- BG BG  T  

 

Le témoin tif sert de éfé leur

Un résultat est négatif si seul le pic de gl ne t s rb

n’y a donc pas d’ADN dans le tube. 
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Annexe XV : Résultats complets de l’étude : 
PCR TEMPS REEL

 
        Patient microscopie

SSU Falci Ov Mal Viv % Ac ICT Formes 
AGD 642 négatif - - -     20     
ALJ 921 Falci + <0,10%     + - - -   
ALJ 737 Falci + + -   4,00%       
AZM 450 Falci + + - - - <1%       
BAO 421 - négatif -        320     
BAV 448 Falci + + - -   - <0,05%     
BAF 729 négatif - -        <20     
BAC 951 négatif - -        20     
BES258 Viv + - - - +   NF+   forte 
BIA 990 Falci + + - - -     2,50%   
BIB 854 négatif - -   - - 320       
BLV 321 Falci + + - - - 0,40%       
BLV 761 négatif + +   -           
BOM 920 Ov + Falci + - + - -     TF3   
BON 054 négatif - -        <20     
BOZ 929 négatif - -            <20 
CAJ 966 Falci + Mal + + + 0% 80     - - <0,1
CAA 443 Falci + + - %       - - <0,50
CHM874 - -        <20   négatif   
CIG 213 Falci + + - - - 4% >40     
CIM 448 Falci + + - - - 3%       
CIM957 Falci + + - - -       GF 
CIN 352 Falci + + - - - 15%       
CIN 449 Falci + + - - - <1% 80     
COZ 796 Falci + Mal + - + - -       TF + TM + GM
COZ 592 parasitisme + - + - -       TO 

COZ 952 négatif - -         
non 

réalisé    
COZ 662 négatif - - -       <20     
DAP 174 Falci + + - - - <0,10%       
DAB 914 négatif - -   -     320 F+   
DAP 921 négatif - -         320     
DIA 863 Falci + + - - - rare       
D 0 Falci + + - - - 1,50%       IA 14
DIS 094 négatif - -         <20     
DUN 708 parasité + - - - + 0,50%       

EMI 524 Falci - - - <0,01%   F+ et 
NF+   + + 

ESA 172 + -     2,50% 40     Falci + 
E  737 égatif - - XG n         40     
FOB 346 + - - - <0,01%       Falci + 
FOD 336 alci - - <0,1%       F + + - 
FOH 33 alci - - - 4%       8 F + + 
FRG 866 Falci - - 2%       + + - 
GAP 691 négatif - -         <20     
GAM 313 Falci + + - - - 2%       
GAO 312 Falci - - 12%        + + - 
GAS 673 négatif - -         <20     
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GEP 735 égatif -  n -         <20     
GIS 322 Falci + - 1%       + - - 
GOV 888 alci     1% <20      F + + - 
GRA 74 + - - - <0,01%       8 Falci + 
GUC 663 parasitisme + - -   <20      + - 
HAI 127 Falci + - - - <1%       + 
JOC 022 égatif - n - -       640     
JOM 886 égatif n - - -       <20     
KAM 449 égatif - - -   640     n - - 
KEK 754 Mal + - + -   2560     + 
KIB 971 négatif - - -       80     
KIN 184 négatif - -         320     
KOA 354 négatif - -         40     
KUJ 621 Falci + + - - -         
LED 754 Falci + + - - - 1%   NF+   
LEC 562 parasitisme + - + - -     −   
LEO 272 Falci + + - - - 21%       
LOB 232 Falci + Mal + + - - - <1%     T2F+G2F+T1M
MAM 849 Falci visc + + - - -       SAF + JGF 
MAR 643 négatif - - -             
 MAG 770 Falci + + - - - <1%       
MBM 063 négatif - -   -   clinique ++   
MET 879 négatif - -         <20     
MEM 749 Mal + - - + -   20 NF+ T2V+ G2V 
MEG 600 parasité + - - - + 0,50%   NF+   
MEG 736 parasité + - - - +   <20     
MEG 742 négatif - - -       <20     
MIF 756 négatif - - -       <20     
MEP 290 Falci + + - - - 1,20%       
MOL 932 Falci + + - - -         
MOK 484 Falci + + - - - 9%       
MOK 775 Falci + + - - - rare 320     

MUF 002 
Falci+cpx 

V/O + + + - - 2%     TF+SOV 

MUY 962 
parasitisme 

+ Mal + - + - - <0,10%     T1O+S1M 
NAR 698 Falci + + - - - <0,01% 160     
NDF 771 Falci + + - - - <1%       

NGP 791 négatif - - -       
non 

réalisé −   
NGR 737 Mal + - + - -         
NGJ 244 négatif - - - - -   1280     
NGE 411 Falci + + - - - 3% <20     
NGE 180 parasitisme + - + - -         
NOC 735 parasitisme + - + - -         
NSM 465 négatif - - -       <20     
NZM 104 Falci + + - - - 0,40% 80     
OUM 842 négatif - - -       20     
OUR 995 Falci + + - - -         
PRV 520 Plasm sp + - - - +   40 identif impossible 
RIR 950 Falci + + - - - goutte épaisse+   
ROF 881 parasité + - - - +     NF+   
ROF 794 Falci+cpx + - - - + <0,10%       
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V/O 
ROJ 612 Falci + + - - - <0,010%       
ROJ 586 Falci + + - - - <0,10%       
ROJ 547 Falci + + - - - <1%       
SAD 444 Falci + + - - - 1,50%       
SAM 409 Falci + + - - - 3,50%       
SAR 205 négatif - - - - - rare 320     
SAR 401 Falci + + -       160     
SAY 501 Falci + + - - - 8%       
SFM 646 Falci + + - - -         
SIS 887 négatif - - -     clinique ++   
SUA 011 Falci + + - - - 0,80%       
SYB 380 Falci + + - - - <0,1% 640     
SYB 898 négatif - - -             
SYB 346 Falci + + - - - <0,1%       

TCM 459 
Falci + 

parasitisme + - + - -    F+    

TCM 480 
Falci + 

parasitisme + - + - -   320     
TON 868 Falci + Mal + + - - - <1%     T1F+S1M 
TON 008 Mal + + - - -       S1M 
TOO 083 négatif - - -       <20     
TRG 420 négatif - - -     clinique ++   
TSJ 840 négatif - -         >1280     
TSJ 020 négatif - -         >2560     
VIJ 572 négatif - - -       >320     
YAG 095 Falci + + - - - <0,10%       
ZEM 267 parasitisme + - + - - 0,40% 40     
ZOP 828 Falci + + - - - rare       
Légende:           
TF =  trophozoïtes de falciparum    1 = rare    
TM = trophozoïtes de malariae     2=quelques    
GM =gamétocytes de malariae      3= nombreux    

TO = trophozoïtes d'ovale     
4=très 

nombreux    
SO = schizontes d'ovale          
SAF = schizontes âgés de falciparum    NF+ = ICT + à une espèce autre que falciparum 
GJF= gamétocytes jeunes de falciparum    F+ = ICT + à falciparum  
GF= gamétocytes de falciparum  
TV =  trophozoïtes de vivax 

SOV= schizontes du 
complexe vivax/ovale 
SM schizonte de malariae 

GV=  gamétocytes de vivax      
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Annexe XVI : Courbe de fusion de la PCR 
multiplex : 

Melt data for Melt A.FAM/Sybr 
 

 
 
 
No. Colour Name Type Peaks 

1  T - multiplex NTC  

2  352 Sample 79.5 

3  267 Sample 75.2, 81.5

4  002 Sample 79.8 

5  966 Sample 74.0, 79.5

6  921 Sample 79.2 

7  174 Sample 75.3, 79.5

8  863 Sample 79.5 

9  346 Sample 74.2, 79.5

10  748 Sample 75.0, 79.5

11  698 Sample 79.5 

12  612 Sample 79.3 

13  380 Sample 74.0, 79.5

14  459 Sample 81.0 

15  708 Sample 81.7 

 
This report generated by Rotor-Gene Real-Time Analysis Software 
(C)Corbett Research 2000 
(R)All Rights Reserved 
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AAnnexe XVII: Arbre décisionnel de diagnostic 
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nnexe XVII: Arbre décisionnel de diagnostic 
du paludisme : 

 

Frottis sanguin + 
goutte épaisse 

Négatif Positif 

Aucun doute sur 
négativité: clinique, 
épidémiologie 

Suspicion sévère de 
paludisme malgré 
négativité 

Aucune difficulté 
pour diagnostic 
d’espèce  

Echantillon sang total sur 
EDTA 

Difficulté de 
diagnostic : 
morphologie, pauci 
infestation 

Examen rendu 
négatif 

Rendu de l’espèce 
plasmodiale 

ICT 
Uniquement en urgence 

PCR temps réel

1ère intention : PCR SSU/PF/BGO simplex 
ou multiplex 

PF positif 
SSU positif 

Pas de facteur 
de risque de 
biparasitisme 

BGO positif
SU 

négatif 

Monoparasitisme à 
P.falciparum 

PF et S

Exclusion du diagnosti
paludisme 

c de 

SSU positif 
PF négatif 

PCR spécifique 
d’espèce 

Patient vivant en 
zone d’endémie 

Diagnostic d’espèce 
voire biparasitisme 

?
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