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Résumé :

Le paludisme est une infection mortelle posant un probléme de santé publique au niveau mondial,
responsable d’environ 247 millions de cas et 619.000 décés en 2021 dans 87 pays d’endémiques.
L'agent causal du paludisme est un parasite unicellulaire intra-érythrocytaire du genre Plasmodium
découvert en 1880 par le médecin militaire frangais Alphonse Laveran, Prix Nobel 1907 de
Physiologie et de Médecine. Les parasites du genre Plasmodium sont transmis par la piqlire de
moustique femelle infecté du genre Anopheles. Le paludisme est cependant loin d'étre également
réparti dans le monde : 29 pays tropicale concentrent 96% du nombre total de cas. Les derniers cas
de paludisme endémique ont été éliminés en Europe dans les années 1970. Des données historiques
montrent qu‘a certaines époques le paludisme était largement présent en France et en Europe.
Cette Thése a portée sur la confirmation paléoparasitologique des Plasmodium dans des échantillons
anciens, en exploitant la pulpe dentaire ancienne qui retient les érythrocytes au moment du déces,
c'est donc un matériel approprié pour documenter d'anciens pathogénes intracellulaires incluant les
parasites Plasmodium. Dans le but d'élargir notre répertoire des tests, nous avons développé une
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nouvelle technique, la paléo-autoimmunohistochimie qui permet de confirmer la présence d‘agents
infectieux dans les échantillons anciens en utilisant le paléosérum extrait de chaque individu. Cette
technique a été testée et validée dans un cas de syphilis du 7-8 siécle, présentant des Iésions de
tréponématose. La paléo-autoimmunohistochimie a détecté la présence d'antigénes de Treponema
pallidum dans les Iésions osseuses par microscopie a fluorescence. Ensuite, nous avons mis en place
des techniques permettant le diagnostic des Plasmodium spp. & partir d’ADN et de protéines
extraites d’échantillons de pulpe dentaire de sites archéologiques d’intérét. Nous avons investigué le
site de Mariana en Corse, qui date du Xe au XIIIe siécle par une étude multi-approches, incorporant
la paléo-autoimmunohistochimie, la métagénomique en complément de tests
immunochromatographiques ciblant Les protéines Pan-pLDH (commune a tous les Plasmodium),
PVLDH (spécifique a P. vivax) et PFHRP-2 (spécifique a P. falciparum). Sur le site de Mariana, la
paléo-auto-immunohistochimie confirme la présence de parasites du genre Plasmodium chez dix
individus. La métagénomique a permis l'identification de reads de Plasmodium spp. chez les dix
individus. Neuf de ces échantillons ont été détectés positifs pour au moins un antigéne parmi Pan-
LDH, PvLDH, PfHRP2 par immunochromatographie. Dans un autre travail portant sur 39 individus de
période mérovingienne (Ve siécle), exhumés pres du site du chateau de Versailles, nous avons
démontré la  présence d'antiggnes de  Plasmodium spp. par des techniques
d’‘immunochromatographie adaptées et validées pour les échantillons anciens. Les protéines
plasmodiales (Pan-pLDH) ont été détectées chez 14/39 (35,9%) individus, dont une protéine de P.
vivax (PvVLDH) chez 11 individus et des protéines de P. vivax (PvLDH) et de P. falciparum (PfHRP-2)
chez deux individus, alors que des protéines communes a toutes les espéces de Plasmodium en
I'absence de protéines spécifiques a P. falciparum ou P. vivax ont été détectées chez trois individus.
Ces travaux confirment la présence du paludisme en Europe pré-industrielle. Les différents travaux
réalisés tout le long montrent l'importance de diversification des techniques d'investigation et
surtout la mise en place de nouvelles techniques telle que la paléo-autoimmunohistochimie. Dans
cette perspective d'investigation de restes humains, nous projetons par la création d'une Startup
“AnthropoPOC®", la mise en place d'un laboratoire directement sur le terrain pour investiguer
rapidement avec précisions permettant |'élaboration d'un rapport avec recommandation pour une
gestion sanitaire du chantier de fouilles et I'environnement adjacent.
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Résumé

Le paludisme est une infection mortelle posant un probléeme de santé publique au
niveau mondial, responsable d’environ 247 millions de cas et 619.000 décés en 2021
dans 87 pays d'endémie palustre. L’'agent causal du paludisme est un parasite
unicellulaire intra-érythrocytaire du genre Plasmodium découvert en 1880 par le
médecin militaire et parasitologue francais Alphonse Laveran, Prix Nobel 1907 de
Physiologie et de Médecine. Les parasites du genre Plasmodium sont transmis par la
piqlre d'un moustique femelle infecté du genre Anopheles. Le paludisme est cependant
loin d'étre également réparti de fagon homogene dans le monde : en effet, 29 pays situés
dans la ceinture tropicale concentrent 96% du nombre total de cas de paludisme. Les
derniers cas de paludisme endémique ont été éliminés en Europe dans les années 1970.
Des données historiques montrent qu’a certaines époques le paludisme était largement

présent en Europe et notamment en France.

Notre travail de Thése a porté sur la confirmation paléoparasitologique des
Plasmodium dans des échantillons anciens, en exploitant la pulpe dentaire ancienne qui
retient les érythrocytes au moment du déceés, et offre un matériel anthropologique
approprié pour documenter d'anciens pathogenes intracellulaires tels que les
parasites Plasmodium. Dans le but d'élargir notre répertoire des tests
paléomicrobiologiques, nous avons développé une nouvelle technique, la paléo-
autoimmunohistochimie qui permet de confirmer la présence d’agents infectieux dans
les échantillons anciens en utilisant le paléosérum extrait de chaque individu. Cette
technique a été testée et validée dans un cas de syphilis datant du 7-8 siecle, présentant
des lésions diaphysaires caractéristiques d’une tréponématose. La paléo-
autoimmunohistochimie a détecté la présence d’antigenes de Treponema pallidum dans
les lésions osseuses par observation microscopique a fluorescence, en présence d’'un
témoin négatif. Ensuite, nous avons mis en place des techniques permettant de réaliser
le diagnostic de pathogénes intracellulaires dont Plasmodium spp. a partir de la totalité

de I'’ADN et des protéines extraites d’échantillons de pulpe dentaire provenant des sites



archéologiques d'intérét. Nous avons investigué le site archéologique de Mariana en
Corse, qui date du Xe au XIII® siecle par une étude multi-approches, incorporant la
paléo-autoimmunohistochimie, la métagénomique directe en complément de
I'utilisation de tests immunochromatographiques ciblant Les protéines Pan-pLDH
(commune a tous les Plasmodium), PvLDH (protéine spécifique a P. vivax) et PfHRP-2
(protéine spécifique a P. falciparum). Sur le site de Mariana, la paléo-auto-
immunohistochimie confirme la présence de parasites du genre Plasmodium chez dix
individus. Le séquengage métagénomique a permis lidentification de reads de
Plasmodium spp. chez les dix individus. Neuf de ces échantillons ont en outre été
détectés positifs pour au moins un antigéne parmi Pan-LDH, PvLDH, PfHRP2Z par
immunochromatographie. Tous les témoins négatifs sont restés négatifs dans toutes les
expériences. Dans un autre travail portant sur 39 individus de période mérovingienne
(VIe siécle), exhumés prés du site du chateau de Versailles, nous avons démontré la
présence d’antigenes de Plasmodium spp. par des techniques d'immunochromatographie
qui ont été adaptées et validées pour la recherche de protéines sur des échantillons
anciens. Les protéines plasmodiales (Pan-pLDH) ont été détectées chez 14/39 (35,9%)
individus, dont une protéine spécifique a P. vivax (PvLDH) chez 11 individus et des
protéines spécifiques a P. vivax (PvLDH) et spécifiques a P. falciparum (PfHRP-2) chez
deux individus, alors que des protéines communes a toutes les especes de Plasmodium
en I'absence de protéines spécifiques a P. falciparum ou P. vivax ont été détectées chez

trois individus.

Les travaux de cette thése confirment la présence du paludisme en Europe pré-
industrielle et plus précisément en France. Les différents travaux réalisés tout le long
montrent l'importance de diversification des techniques d'investigation et surtout la
mise en place de nouvelles techniques telle que la paléo-autoimmunohistochimie que
nous avons mise au point. Dans cette perspective d'investigation de restes humains,
nous projetons par la création d'une Startup “AnthropoPOC®”, la mise en place d'un
laboratoire directement sur le terrain pour investiguer rapidement avec précisions
permettant I'élaboration d'un rapport avec recommandation pour une gestion sanitaire

du chantier de fouilles et I'environnement adjacent.
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Abstract

Malaria is a deadly infection and a global public health problem, causing an estimated
247 million cases and 619,000 deaths during 2021 in 87 malaria endemic countries. The
causative agent of malaria is a unicellular intra-erythrocytic parasite of Plasmodium
genus, discovered in 1880 by the French military physician and parasitologist Alphonse
Laveran, who was awarded the Nobel Prize in Physiology and Medicine in 1907.
Parasites of the Plasmodium genus are transmitted through an infected female mosquito
bite from Anopheles genus. However, malaria is far from evenly distributed worldwide:
indeed, 29 countries located in the tropical belt account for 96% of total malaria cases.
The last cases of endemic malaria were eliminated in Europe in the 1970s. Historical

data show that at certain times, malaria was widespread in Europe, including France.

Our research focused on the paleoparasitological confirmation of Plasmodium in ancient
samples, using ancient dental pulp, which retains erythrocytes at the time of death and
provides suitable anthropological material for ancient intracellular pathogens
documentation such as Plasmodium parasites. In order to expand our repertoire of
paleomicrobiological  tests, we developed a new  technique, paleo-
autoimmunohistochemistry, which confirms presence of infectious agents in ancient
samples using paleoserum extracted from each individual. This technique was tested
and validated in a case of syphilis dating back to the 7%-8th century, displaying
characteristic diaphyseal lesions of treponematosis. Paleo-autoimmunohistochemistry
detected presence of Treponema pallidum antigens in bone lesions through fluorescence

microscopy, in the presence of negative control.

Next, we established techniques for diagnosing intracellular pathogens, including
Plasmodium spp., by total DNA and proteins extraction from dental pulp samples
obtained from archaeological sites of interest. We investigated the archaeological site of
Mariana in Corsica, dating from 10t to 13t century, through a multi-approach study
including paleo-autoimmunohistochemistry, direct metagenomics, completed by

immunochromatographic tests targeting Pan-pLDH (common to all Plasmodium),
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PvLDH (specific to P. vivax), and PfHRP-2 (specific to P. falciparum) proteins. At the
Mariana site, paleo-autoimmunohistochemistry confirmed presence of Plasmodium
parasites in ten individuals. Metagenomic sequencing allowed identification of
Plasmodium spp. reads in all ten individuals. Additionally, nine of these samples were
found positive for at least one antigen, including Pan-LDH, PvLDH, and PfHRPZ, through
immunochromatography. All negative controls remained negative throughout the
experiments. In another study involving 39 individuals dating from the Merovingian
period (6™ century) and excavated near the site of Versailles Castle, we demonstrated
the presence of Plasmodium sp. antigens using immunochromatographic techniques
adapted and validated for protein detection in ancient samples. Plasmodial proteins
(Pan-pLDH) were detected in 14 of 39 individuals (35.9%), with a specific P. vivax
protein (PvLDH) detection in 11 individuals, and both P. vivax-specific (PvLDH) and P.
falciparum-specific (PfHRP-2) proteins in two individuals. Common Plasmodium species
proteins, in the absence of P. falciparum or P. vivax-specific proteins, were detected in

three individuals.

This thesis confirms presence of malaria in pre-industrial Europe more precisely in
France. The various works carried out throughout show the importance of multi-
approach investigation techniques and especially implementation of new techniques
such as Paleo-autoimmunohistochemistry that we have developed. In the perspective of
ancient remains investigation, we plan by the creation of a Startup “AnthropoPOC®”,
establishment of a laboratory directly on fieldwork, to investigate quickly and with
precision allowing elaboration of a report with recommendation for a management

sanitation of the excavation site and adjacent environment.

Keywords: Paleomicrobiology, Malaria, Intracellular pathonges, infectious diseases,
Ancient proteins, Ancient DNA, Metagenomics, Palo-Autoimmunohistochemistry,
antigens, Immunochromatography, pre-industrial Europe, Plasmodium, Plasmodium
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