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Résumé 

Les auteurs étudient le type électrophorétiqwe de six enzymes (GPI, GDH, 6’-PGD, LDH, ADA et PEP-E) 
chez l’hématozoaire Plasmodium falciparum responsa.ble des cas de pnlu.disme grn~~e da.ns les régions tropi- 
cales. 

Les hématozoaires sont extra.its de placentas parasités, récoltés da.ns deux maternités de Bra.zzacille. 815 plcc- 
centas ont été examinés, 603 d’en.tre eux présentaient une parasitémie érythrocytairc. 

Après extra.ction et lyoph.ylisation du concentré d’hématozoctires, des symogrnmtnes ont été réalisés p0u.r 
25 souches de Plasmodium (P. falciparum). Toutes les électrophorèses ont “été effectuées sur gélose cl’a.midon. 

Les différents albozymes de P. falciparum, pour les six enzymes étudiés, sont comparés uux mêmes allozym.es 
retrouvés en Gambie et en Ta.nzanie, le Congo ocçu,pant une situation géographiqu,e in,termédinire entre ces deux 
pays a.frica,ins. 

Mots-clés : Plasmodium falcipa.rum - Placentas - Électrophorèse - Isoenzyrnes - Congo. 

Summary 

ENZYI\IB TYPING OF PLAS~~IODIUS~ FALCIPARUM IN CENTRAL AFRILL (BRAZZAVILLE, CONGO POP. REP.). 
The spreading of resistance of Plasmodium falciparum strains to the usual a.ntimula.rial drugs nctually availnble, 
and the epidemiological diversity of mala.ria situations lead to the necessity to deuelop speciully desigrmted surveys 
in order to precise the subspecific taxonomy, or struins of this species. It appeared that enzyme screenin.g could 
be used CM excellent biochemica.1 ma.rleers for in.sestiga.tions into genetics, 
better understunding of epidemiologiccrl different studies. 

comptrrative pa.thogenicity, a.nd a 

For the present study, the Plasmodium falciparum parasites were extracted from p1ncenta.e collected in two 
ma.ternity hospitals in Brazznville (Congo Pop. Rep.). 815 pregna.nt women were exnm.ined, 603 out of them 
hnd a, pkcental nmlarin. 

Pa.rasited erythrocytes were concentra.ted, lysed and lyophylised or frozen. Isoen.zyme pa.tterns were made 
on extrncts of twenty six Plasmodium falciparum strains, analysed by star& gel electrophoresis. 

(1) Cette étude a bénéficié d’un crédit incitatif du Wnistère ffaqais dc l’Industrie et de la Recherche. 
(2) Entomologistes médicaux, Centre O.R.S.T.O.M. de Brazzaville, République Populaire du Con,go. Adresse actuelle : Mis- 

sion O.R.S.T.O.M. a.upr6.s du Cen.tre Muraz, B.P. 171, Bobo-Dioulasso, Haute-Volta. 
(3) Institwte of Animal Genetics (Protoaoa.n Unit), University of Edinburgh, West Main Road, Edinburgh EH9 3 JN. 
(4) Technicienne d’Entomologie médicale. Adresse : cf. (2). 
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TTe strrdied the erzyme pa,tterns of siz enzymes, Ghcose phosphate isomerase (GPI), 6-Phosphogluconate 
deshydmgrxase (ri’-PGD), Lacta,te deshydrogena.se (LDH), Gluta.mate deshydrogenase (GDH), Adenosine desa- 
tninase (-4DA.) and Peptidase-E (PEP-E). 

The pattern of Plasmodium falciparum allozymes for the si:r enzymes studied were compared with the same 
nllozymrw four& in P. falciparum strkns from. Gambia a,nd Tanzanie., beca,use Congo is geogaphicalby situated 
half tvtry hetween th.ese two african endemic countries. 

dfter comparing thP different studies carried out in. Africa, it appea,red th.at the Peptidase-E en,zyme could 
he the hest marker for presently a.vailable nfrkn strains, 
according to thew three africa.n a,reu.s. 

as it showed some specific isoenaynmtic vnriations 

Key words : Plnsmodium falciparum - Placenta1 Malaria - Enzyme Typing - Congo popular Repuhlic. 

L’csistenw d’un polymorphisme chez Plasmo- 
dirlm fblcip(ir2i.m Welch, 4.897, est soupçonnf5e depuis 
longtemps sur lr vu des degrés variables de viru- 

lente (Yoeli ef al., 1074) ct de sensibilité aux 
ant.ipaludCens (Rirckmann et a[., :t971) entre des 
souches gbographiquea ou &wIogiques distinctes. 
L’extension act.urlle de ces phénomènes de résis- 
tanrr confirme l’existence de nombreux « variants » 
et. souligne la nécessit.é de mieux caract.ériser les 
difféwnt.cs soiwhrs plasmodiales. 

Al1 plan mfJrphdogique les protozoaires ne 
prksentent que peu de variat.ions infraspécifiques 
déCPlilLleS par les mc!yens optiques disponibles. En 
microscopie &ctronqiic Ailrawa et al.. (1974) ont. 

rrlevé des modifications au niveau des mi&otubules 
entre drux souches asiatiques (Vietnam et Malaisie) 
et les ont cwnsidh+s comme ht.ant d’origine géné- 
tique. 

Mais les diflicultk trchniqlJes d’obten t,ion et 
tl’int.er~lrétat,i«11 de telles observations rnorpholo- 
giquw ont. susccitb la recherche d’autres critères de 
diagnosr et, not.amment, le choix de caractères hio- 
chinliqiies. En rf’frt, l’ét.ude drs isoenzymes intra- 
celli~lairrs df5 prot~ozonires, permet d’effectuer un 
(( -t,yb:pagr l.biochimique 1) caractkrisant, certaines 
\si31'Ifftf!Y tRSOlJOIIli~~llPS IlJéIllt? a11 niveau infraspéci- 
fiquc’. Xirrsi, à l’issue des t.ravaux isoenzymolo- 
giqiws sur les Pl~.w&iihm rniwins (Carter, 1978 ; 
Momen, 1979) wle w!rital)le c%lé de détermination 
de II~ hbmat,«z(.laires a pu ètre élaborée. 

f,os rwl~wclles co11çePIJant les Plfismodiu7~i 
11uuIains~ et rlc)tarurrwnt P. firlcipnrzcm, ont dk1wt.k 
r~rf~rrinient. ((krtrr et Mac Grrgor, I!l73 ; Cart,er et. 
Yoller, l!l75) et devrairnt. pouvoir s’amplifier grGw 
:411x I)ossibilit& de cult.ures in vitro (Trager rt. Jen- 
scD, 10% ; Yisunsri ef al., 1.981)). 

Nos analvsrs ont ttb instaurées sur le vu d’une 
pntriic~e para&PJJJique de P. falriparum apparem- 
ment moins lonjiue PI~ Afrique cent.rale qu’en 
Afri<lllr de l’ouest ou de l’est (Carnevale et Mouchet? 
1.W)) et. dont l’ensemble des modalités épidémio- 

logiques dc transmission est actuellement en cours 
d’étude. 

Nous rapportons ici des résultats des typages 
enzymatiques des souches de Brazzaville et les 
comparons aux premiers rlsultats relatifs aux 

souches de GarJlbie et de Tanzanie. 

1. Matériel et méthodes 

1.1. CHOIx DU MATÉKIEL D’kTUDE 

M&ie en zone d’endémie palustre, les prélève- 
ments de sang circulant ne permettent pas d’obte- 
nir une concentration parasitaire suDisante pour 
réaliser des zymogrammes. 

Dans ws coditions, nolis nous sommes intk- 

ress6s aux placentas humains infectés par P. fal- 
ciparunr qui ont. tous étt recueillis lors de la déli- 
vrance normale. Cet organe représente en effet trois 
avant.ages importants : 

- c’f5t le 9~~1 (( organe profond 1) OU s’effectue 

‘î” .1 schizogonic CI(: P. falcir;tlri6m qui puisse être 
aci ement CC prélevt 1) 9ans dommage pour l’orga- 

nisme humain, 

- il rbalise une très forte concentration de 

parasites dUe au phénomène de séquestration bien 
coJmu (Bray et il., 1970 : Gallwaith ct a/., 1980), 

-- les hémat.ozoaires sont rencont.rés à tous 
les stades de maturation (phot.os L et. 2) ; les grandes 
formes parasitaires conlmfl les schizontes âgés et 

les rosaces, procurent un matériel de choix polir 
les zymogrammw. 

Dans la présente étude, nous avons récolti: les 
placentas de deux maternit.& choisies dans les cités 
populaires de Brazzaville (quartier dr Talangai et 
Makelekele) pour atteindre des femmes n’ayant que 
peu accès à une chirnio~~ropliyla~ie antlpalustre 
régulière. 
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P~OT~ 1. - Aspect d’un placenta fortement parasité par 
P. falciparum : P&ence d’hématozoaires à t.ous les 
stades (apposition SLIP lame, coloration au Giemsaj. 

122. PRI~PARATIOK »U MATÉRTEL 

Au lahoratoire nous pratiquons une incision 
profonde du placenta et prélevons un petit mor- 
ceau qui sert à faire une série d’appositions sur 
lames. Celles-ci permettent alors d’évaluer la para- 
sitémie éventxrlle et de sélectionner les placentas 
ayant une parasitémie érgthrocytaire > 50 7”. 

Ce placenta choisi est alors débarrassé du cor- 
don, des membranes, des caillot.s, et, après décou- 
page dans un bac hépariné, on effectue un pressu- 
rage à la main des morceaux à travers deux épais- 
seurs de gaze. 

Le sang exprimé du placenta est récolté dans 
un flacon conten.ant un peu de Ringer à 4W et de 
I’héparine. 

PHOTO 2. -- ComwntratioIl des lltmatozoaires aprés lyse 
des éythroaytrs par la saponine. 

On s6diment.e ensuite les globules rouges par 
une centifugation légère (1 500 t/mn) et on enkve 
le surnageant. Le culot de globules rouges est mis 
à lyser avec une solution de saponine (1/2 volume 
du culot) dans un bain-marie à 37OC pendant 
25 minutes, aT;ec agit.ation douce. On obtient, après 
trois ou quat.re lalages avec du Ringer physiolo- 
gique et une dernière centrifugation à 4 000 t/mn, 
une couche de parasites libres (couche plus ou 
moins grisâtre selon l’importance du pigment pa- 
lustre) au-dessus d’un culot rouge constitué des 
débris érythrocytaires. 

On récupère cet.te couche de parasites (héma- 
tozoaires à t,ous les stades) et on effectue trois ou 
quatre congblations et décongélations successives & 
- 20°C pour lyser les parasites. Le concentré pla- 
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centaire de P. fdcipnriim est ensuite fractionné et 
congrle une dernière Iois à - 8OeC pour la conser- 
vation, awc cryodessication. 

Le mat.&+1 lyophilisé est conservé à - 20°C, 
sous vide, dans un dessicateur cont.enant du sili- 
cagel. Le vide est refait dans le dessicateur après 
chaque prélèvement d’échantillon pour un zymo- 
gramme. 

Le matériel Iyophilisé est utilisé directement, 
apres rbhydrat.ation (1 vol. dans 4 vol. d’eau dis- 
tillée) ; il est. absorbé sur un petit morceau d’acé- 
t.ate de celhkse que l’on introduit dans l’épaisseur 
du gel d’amidon. 

Des pertes d’activités cnzymat.iques ont. pu 
iltre constat.ees, elles pourraient provenir d’un 
défaut de manipulation à 4X, dans la chaîne du 
froid, certains enzymes étant, plus sensibles à la 
chaleur que d’autres. 

Par ailleurs, la lyophilisation paraît mal sup- 
portee par certains enzymes. 

1.3. MÉTHODE »'AN.~LYSE BLECTR~PH~RÉTIQUE 

Les électrophorèses pour les différents zymo- 
grammes sont efkctués sur gel d’amidon. Cette 
technique est largement employée pour étudier les 
variants génétiques (Smith, 1976). 

Nous utilisons de l’amidon hydrolysé (Con- 
naught Laboratories R. Ontario), une cuve à élec- 
tropborèse Shandon R et un générateur Shandon R 
Southern SAE 2761. Pour refroidir la gélose pen- 
dant la durée de migration, la cuve d’électropho- 
rirsc est, placée a 4% dans un réfrigérateur. 

Les protocoles pour les différents zymogrammes 
sont ceux employés et décrits par Carter (1978). 

Nous avons t.ypé quat.re isoenzymes dans notre 
laborat.oire : 

GPI = Glucose phosphate isomérase, 
GDH = Glutamate déshydrogénase, 
6-F’GD = fi-phosphog1uconat.e déshydrogénase, 
LDH = Lactate dbshydrogénase. 

IJn cert,ain nombre d’échantillons lyophilisés 
ont 6t.é expediés au Laboratoire de Gérktique des 
Protozoaires de l’Université d’Édimbourg, pour un 
druxii:rue typage, en parallèle, de ces quatre 
enzymes. Dans ce laboratoire, deux autres typages 
enzymatiques sont réalises : 

ADA = Adbnosine désaminase, 
PEP-E = Veptidase-E. 

gous utilisons un concentré d’hématozoaires 
qui n’est. jamais i.nir ; les activités enzymatiques 

révélées n’appartiennent pas toutes au Plasmodium - 
falciparum infectant le placenta. Nous allons donc 
trouver un certain nombre de bandes (variables 
selon les enzymes) qui appartiennent à l’hôte 
humain (fig. 1 et 2) ; elles correspondent aux 
enzymes intracellulaires qui proviennent des éry- 
throcytes et. des autres cellules peuplant le pla- 
centa. 

ENZYMES ISOENZYMES. 

I 
hum&. , Plarmod;om folci~arum. 

1 

I 

FIG. 1. - Zymogrammes de GPI, GDH et LDH. 

Mais, après migration, les bandes d’isoenzymes 
parasitaires et les bandes d’isoenzymes humains 
ont une distribution dans la gélose qui est cons- 
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ENZYMES ISOENZYMES 

I 
humokc , Plarmodium Ialciparum 

I 

I 
(globules I t 

Lphosph6gluconotc 
d.shydFoginosr 

FIG. 3. - Zymogrammcs de PGD, PEP-P et ADA. 

tante pour un enzyme. Leur position est définie 
par rapport à l’origine de la migration, elle est 
toujours la même lorsque les conditions d’électro- 
phori-se sont fidèlement. reproduites et en utilkmt 
toujours le rnkne protocole pour chaque enzyme à 
typer. 

2. Résultats et observations 

Sur les 815 placentas examinés, 603 (74 yU) 
étaient parasités par I’hématozoaire P. falciparun~. 

Les zymogrammes de Plasmodircm ont été 

effectués à Brazzaville sur 25 souches pour quatre 
enzymes ; & Édimbourg 17 souches ont été typées 
pour ces mêmes zymogrammes, et pour deux enzy- 
mes suppkmentaires. 

Les résultats des électrophorèses sont très 
variables d’un enzyme à l’autre, mais un certain 
nombre de résultats fondamentaux (tabl. 1) peuvent 
être relevés pour chacun (fig. 1 et 2) : 

GPI (E.C. 5.3.1.9) deux isozymes 

11 sont faciles à discerner car les isoenzymes 
humains migrent en sens inverse. L’isozyme 
GPI-3 n’est pas prtsent en Afrique. A trois reprises, 
on a décelé l’association GPI-J. avec GPI-2. 

LDH (EC. 1.1.1.27) deux isozymes 

Très difficile à étudier, car les bandes qui 
appartiennent au parasite sonb noyés dans la série 
de cinq bandes successives des LDH humaines. Les 
deux variantes LDH-l et LDH-2 sont présentes à 
Brazzaville. 

6-PGD (EC. 1.1.2.44) trois isozymes 

Cet enzyme est dit%cile à révéler, car il sup- 
porte mal la cryopréservation. L’isozyme 6-PGD-2 
n’a pas été ret.rouvé au Congo. 

GDW (EC. A.4.1.4))trois isozymes 

Seul GDH-1 est présent à Brazzaville. 

ADA (EC. 3.5.4.4.) deux isozymes 

1 ,es deux formes ADA-l et ADA-2 sont pré- 
sentes, la première est nettement plus fréquente- 
ADA-l. a été t.rouvé une seul fois associé à ADA-2. 

PEP-E (EC. 3.4.11, EC. 3.4.13) trois isozymes 

L’isozyme PEP-E-2 semble absent à Brazza- 
ville. Le PEP-E-3 n’a été t.rouvé qu’une seule fois. 

3. lliscussion et conclusion 

L’hétérogénéité des situations palustres obser- 
vées, par exemple, cn Afrique Sud-Saharienne 
selon les biotopes et les conditions de transmission, 
n.e pourra s’expliquer CIL~ dans la mesure où les 
parasites seront parfait.ernent connus, comme cela 
a été le cas pour le vecteur principal A12opheZes 

gam Oke. 

La première étape consiste à préciser les aires 
de distribution de chaque souche plasmodiale défi- 
nie par ses critéres biochimiques. Notre étude com- 
plémentarise donc celles de Carter et ccl., (op. ctt.), 
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TABLEAU 1 

Allozyme de P. falciparum rencontrés à Brazzaville. 

! Enuyne et isoenzymes i FI&lpSnCe !Identification des souches 1 
> L~--~~-~~~~~~-----~---------~----- numérique ! ! ---------- (--- _______-.. - ___._ ---- ----, ------ -__==_=r= ! ------===-=====1===__- ---- -------, --- 

! t ! ! 
! ! 1 1 5 ! /Milo/-I/TlP/TA/TE/ r 
! ! 

! GpI 
! 1 
1 
! 

i 
[ 3 i 0 

! ! 
! ! 1 
! t ! .t I ! 
1 ( 1 ; 8 !/Tl~/T13/T12/TlO/ 

! , 

! 

I 
f M12/M7/M2/ 

! 8 ! 
! 1 ! Fi 

1 
1 t I 
*m 

I 
2 i 0 ! !-;! 

1 t , ! 
I ( 3 ; 1 ;m4/ 

1 : 
! 

I I g f 
! ! 1 
t 0 i/MZ/M-//IUO/N12/ ! m t 
! !M14/Tl,2/Tlj r 
! r i 5 I 
! ADA ! - 1 ;/‘1’15/ 

E 0 m 1 
, 1 

< , ! * ! 
! 1 ! ! 
! ! r 

* Certaines souches ne révèlent. pas d’activité enzymatique pour un ou plusieurs enzymes. 

Sanderson et crb. (1981), Thaithong et ad. (1981) ; 
elle s’inscrit. dans le cadre normal de la réalisation 
d’une carte de rbpartition africaine puis mondiale, 
des mult.iples souches de P. fabciparwn. 

Actuellemrnt. il semble que la Peptidase-E soit 
l’enzyme le plus intbressant pour différencier les 

souches de P. fulciparum au Congo de celles de 
Gambie et de Tanzanie (tabl. II). 

En effet : 

- l’isoenzyme 1 est présent au Congo et en 
Gambie, mais absent en Tanzanie ; 
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- l’isoenzyme 2 est absent au Congo et en 
Gambie, mais présent en Tanzanie ; 

- l’isoenzyme 3 est absent en Gambie, mais 
présent. au Congo et en Tanzanie. 

Par ailleurs, il faut savoir que dans une infec- 
tion palustre naturelle, la populat.ion de parasites 

peut 6tre homogène ou hétérogène, et dans ce cas, 
l’association de plusieurs clones peut alors être 
mise en kvidence par les typages d’isoenzymes. 

Beale et aZ. (19%) ont montré que, dans le cas 
du paludisme murin, il n’y avait pas plus de deux 
ou trois clones de parasites génét~iquement distincts 
chez un rongeur parasité. 

TABI.EAU II 

Frhquence numitrique et répartition géographique des différents allozymes de P. fal- 
ciparum en Afrique. 

-----------------------L========================================================= 

; TANZANIE ; Observations ? 
t 

=.zF========= ----------1---------= ----=------------------- 
!---- - 1 

! 
t 

1 ! 44-f ! ! 

i 
, 1 

++C+l ; +t+ f , 

!..eL ( 2 ! e+ ! ++t ! ++ 1 L’isozYme 3 n’a été * 

t 3 
1 ! ! ! trouvé qu’en ThaIlande 1 

! ! 0 ! 0 ! 0 * (SANDERSON). ! 
! ! ! r ! f 
1 

( ’ 
! t++ ! H-F ! ++ 1 Eh Tanzanie l'isozyme2 ! 

;.zcLc 2 ! ! ! ! e seulement été trouvé ! 

( 
! ++ 1 3-f ! + 

! 1 1 1 
! cn aaaociation avec la f 
! f-e 1. 

! 

t 

1 ! +-f-t ! 44-t ! ++t ! ! 
! ! ! ! , ! 

;6-pcD ( 2 ! + ! 0 ! 0 I 1 
! ! 

! 
t 3 

1 (+) ! ++ 
! ! ! irj L~isozyme 1 est le i 
! 1 

i 2 

! tt+ ! 4-i-f I +++ .! plus fréquent dans I 
1 ! 1 

:rf 
ces trois pays. 1 

!m 

t 

I (?) ! 0 1 
1 I ! 1 ! , 
! I (?) ! 0 ! (-?) ! 
t ( 3 r ! ! ! ; 
, 1 

t 2 

! +++ ! ++ ! 0 , 
l r ! 8 i Cet isozym semble &tre; 
IPEP-E 

f 
i 

0 ! 0 
!- 

! i-i- ! le plus intéressant , 
! , ! pour caractériser t 

! 
( 3 

! 0 ! f ! + I 2. falcioarum en Afri- ! 

1 ! ! 1 , que. ! 
1 44-k ! ++i ! + ! 
! ADA t r ! , L1isosyme 1 est le plus! 

1- ! ff ! + ! (+) ! fréquent. ! 

Dans la présente étude, un melange de clones tante à retenir pour spécifier les souches naturelles 
de P. fabcipa.rum n’a pas été, mis en évidence dans de P. fakipnrum qui peuvent être différentes des 
les parasitémies placentaires. En effet, une asso- souches obtenues in vitro. Dans ce dernier cas, il 
ciation de deux isoenzymes n’a été relevée que est vraisemblable qu’~m certain nomhre de clones, 
trois fois pour les GPI et une fois pour I%DA, sont éliminés et sblectionnés par les condit,ions de 
sans qu’aucune aut.re associat,ion ne soit retrouvée culture et que très peu se développent régulibre- 
pour les autres zymograrnmes. ment. 

Il faut toutefois souligner que dans nos condi- 
tions de travail, chaque placenta fournit, en une 
seule op&at.ion, une grande quantité de parasites 
qui proviennent tous, au m&me moment, du même 
organe d’un même hôte. Cette notion est impor- 

Les marqueurs biochimiques devraient égale- 
ment permettre de préciser les potentialités d’évo- 
lution du parasite sous l’action des mécanismes de 
protection naturels (réponses immunitaires sens76 
ko) et exogènes (chimioprophylaxie). 
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-Ainsi il a été poSSihle d’étudier l’hybridation 
d’un clone de Plnsnzodirrm murin résistant à un 
antipalustre avec un clone sU&-Jk (Wallilrer et CL~., 
3.076). On a pu démontrer que la transmission du 
caractbre de résist.ance, et celui de plus forte viru- 
lence, se font selon les lois de Mendel (Beale et nl., 
op. cif.). 

résistantes ou sensibles aux diverss antipalustres 
devraient permettre une meilleure compréhension 
des paludismes dhs à P. fcdcipcwwr~., et par là même, 
de parvenir à l’élaboration de protocoles de lutte 
réellement adaptés à la dynamique des rektions 
hhteiparasite. 

L)es t,ypagcs isoenzymatiques svstématiques et 
exhaustifs des souches plus ou rnkns virulentes, 

Manuscrit reçu au Service des Éditions de l’O.R.S.T.O.M., 
le 3 avril 1984. 
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